Risques biologiques associés aux épandages d'engrais de ferme dans les cultures maraîchères by Côté, Caroline
Université de Montréal
RISQUES BIOLOGIQUES ASSOCIÉS AUX ÉPANDAGES D’ENGRAIS DE
FERME DANS LES CULTURES MARAÎCHÈRES
Par
CAROLINE CÔTÉ
Département de pathologie et microbiologie
Faculté de médecine vétérinaire
Thèse présentée à la faculté des études supérieures











L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts ftom it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any loss of
content from the document.
11
Université de Montréal
Faculté des études supérieures
Cette thèse intitulée
RISQUES BIOLOGIQUES ASSOCIÉS AUX ÉPANDAGES D’ENGRAIS DE
FERME DANS LES CULTURES MARAÎCHÈRES
Présentée par
CAROLINE CÔTÉ
A été évaluée par un jury composé des personnes suivantes:
Denise Bélanger, présidente-rapporteuse
Sylvain Quessy, directeur de recherche
Alain Villeneuve, codirecteur
Alain Houde, membre du jury
Edward Topp, examinateur externe
Denise Bélanger, représentante du doyen de la FES
III
SOMMAIRE
Au cours des dernières années, des cas d’infections humaines ont été
reliés à la consommation de fruits et légumes contaminés directement ou
indirectement par des fumiers. L’évaluation du risque associé à cette pratique
doit tenir compte de la capacité de survie des microorganismes pathogènes
dans les fumiers et dans le sol. Cependant, peu de données ont été publiées
dans la littérature scientifique à ce sujet.
Cette étude a été menée dans le but d’évaluer la survie des
microorganismes indicateurs et pathogènes dans le lisier de porcs et le sol
sous des conditions typiques de la production agricole québécoise.
L’hypothèse de base était que l’utilisation du lisier de porcs pour fertiliser les
cultures de légumes représente un danger pour la santé humaine et que des
mesures doivent être prises pour réduire le risque.
Des échantillons de lisier de porcs ont été prélevés dans des fermes
porcines pour l’évaluation de leur contenu microbiologique. Les
microorganismes à l’étude étaient Escherichia cou, Salmonella spp., Yersinia
enterocolitica et Cryptosporidium spp. La survie des microorganismes
indicateurs et pathogènes dans des fosses extérieures commerciales a été
évaluée. De plus, les engrais minéraux ont été remplacés par le lisier de
porcs à différentes proportions dans la production du cornichon dans le but
de vérifier l’impact de cette pratique sur la salubrité des légumes. Des
échantillons de sol ont été prélevés à toutes les deux semaines après
l’épandage pour fins d’analyses microbiologiques. L’innocuité des produits fut
évaluée. Par ailleurs, l’impact de la digestion anaérobie psychrophile sur le
contenu microbien du lisier de porcs a aussi été vérifié.
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Les résultats ont démontré que le contenu en E. cou du lisier de porcs
destiné à l’épandage est très variable (0 à 5.52 10g10 CFU/g). Salmonella spp,
Yersinia enterocolitica et Cryptosporidium spp ont été détectés dans 37%,
9% et 3% des échantillons respectivement. Une décroissance exponentielle
des populations de E. cou a été observée dans le lisier de porcs entreposé et
dans le sol. Dans les conditions de cette étude, le délai requis pour atteindre
une réduction de 90% des populations de E. cou (T90) dans le lisier de porcs
entreposé au printemps a été estimé à 15 à 26 jours. La persistance
maximale de Salmonella observée au cours de cette étude fut de 88 jours.
Dans le sol, le délai estimé moyen requis pour atteindre des niveaux non-
détectables de E. cou variait entre 56 et 70 jours dans le loam sableux et il fut
de 77 jours dans le sable loameux. E. cou et Salmonella ne furent pas
détectés sur les légumes.
Un entreposage d’un mois au printemps permet d’obtenir une
réduction importante (90%) des populations de E. cou dans le lisier de porc.
Ce délai ne garantit pas l’atteinte de niveaux non-détectables de Salmonella
spp et Yersinia enterocolitica. Un délai de 100 jours entre l’épandage de lisier
de porc frais et la récolte des légumes semble sécuritaire dans un loam
sableux. Toutefois, le traitement préalable du lisier de porcs (entreposage ou
digestion anaérobie) permettrait de réduire ce délai puisque la charge
microbienne appliquée au sol serait réduite. Des données supplémentaires
sont nécessaires pour déterminer un délai sécuritaire dans d’autres types de
sol. La digestion anaérobie est une technique prometteuse pour réduire les
populations de microorganismes indicateurs et pathogènes présentes dans le
lisier de porcs.
Mots-clés: lisier de porcs, pathogènes, légumes, salubrité, traitement.
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SUMMARY
in the past few years, human infections have been iinked to the
consumption cf fruits and vegetabies directiy or indirectly contaminated by
animai manure. The assessment cf the risk that might be associated with this
practice must take into account the capacity of pathogenic microorganisms to
survive in manure and sou. However, very few data have been published in
the scientific literature on that subject.
This study was undertaken in order to evaluate the persistence of
indicator and pathogenic microorganisms in iiquid hog manure and sou under
conditions typicai cf agricuftural production in Québec. The hypothesis was
that the use of Iiquid hog manure to fertilize vegetables represents a human
heaith hazard and that measures must be taken to reduce the risk.
Sampies cf iiquid hog manure were obtained from hog operations for
the evaluation cf their microbioiogicai content. Microorganisms inciuded in the
survey were: Escherichïa cou, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica and
Cryptosporidium spp. The persistence cf indicator and pathogenic
microorganisms in outdoor storage structures was evaluated. Aiso, minerai
fertiiizers were repiaced by iiquid hog manure at different ratios for the
production cf pickiing cucumbers in order te verify the impact cf iiquid hog
manure spreading on vegetabies saiubrity. Sou sampies were taken at every
two weeks after spreading for microbioiogicai anaiysis. The innocuity cf
harvested products was evaiuated. The impact cf psychrophilic anaerobic
digestion on the microbiciogicai content cf iiquid hog manure was aiso
verified.
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Resuits showed that the E. cou content of liquid hog manure intended
to be spread is highly variable (0 to 5.52 log1o CFU/g). Salmonella spp,
Yersïnia enterocolltica and Cryptosporidium spp were detected in 37%, 9%
and 3% of samples respectively. An exponential decrease cf E. cou
populations was observed in stored liquid hog manure and in the soil. Under
the conditions of this experiment, the predicted number of days required to
obtain a 90% reduction of E. col! populations (T90) in stored liquid hog manure
in spring was estimated at 15 to 26 days. The maximal persistence of
Salmonella observed during the experiment was 88 days. In sou, the
estimated average time required to reach undetectable levels of E. cou varied
from 56 to 70 days in the sandy loam while it was estimated at 77 days in the
loamy sand. The maximal Salmonella persistence in soil was 54 days. E. cou
and Salmonella were not detected in any vegetable sample.
A one month batch storage in spring permit to obtain an important
reduction (90%) of E. cou populations in liquid hog manure. This storage
duration does not guarantee non-detection cf Salmonella spp and Yersïnïa
enterocol!tïca. A delay of 100 days between fresh liquid hog manure
application and vegetables harvest appears to be a safe practice on a sandy
loam. However, liquid hog manure treatment (storage or anaerobic digestion)
could lead to a reduction cf this delay by reducing the initial quantity cf
microorganisms applied in the sou. More data are needed to determine a safe
delay in other soil types. Anaerobic digestion of liquid hog manure is a
promising method to reduce indicator and pathogenic microorganisms
populations in liquid hog manure.
Keywords: liquid hog manure, pathogens, vegetables, salubrity, treatment.
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De tout temps, les engrais organiques ont été utilisés afin de fertiliser
différents types de cultures. Le défi de la valorisation des engrais de ferme
sur les terres agricoles réside dans la gestion optimale de leur valeur
fertilisante, tout en réduisant les impacts environnementaux découlant de leur
usage. Plusieurs projets de recherche ont été menés au Québec et ailleurs
dans le monde pour évaluer le potentiel fertilisant des engrais de ferme
(Choudhary et aI., 1996), l’enrichissement des sols en éléments fertilisants
(Ttan et aI., 1996) et la qualité des sols résultant des épandages de fumiers
(N’Dayegamiye et Côté., 1996). Toutefois, peu d’études ont été réalisées sur
les aspects sanitaires reliés aux pratiques d’épandages et l’intérêt porté
envers ce secteur de recherche est plutôt récent (Mawdsley et aI., 1995).
Les engrais de ferme peuvent en effet contenir plusieurs types de
microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme (MPPH) tels que
Salmonella spp., Campylobacter spp., E. cou 0157, Cîyptosporidium paivum
et Giardia lamblia (Ostiing et Lindgren, 1991). La présence possible de ceux-
ci dans les champs cultivés représente un risque de contamination
microbiologique des produits destinés à la consommation humaine et une
source possible d’infection pour les animaux au pâturage (Nicholson et al.,
2002; Jack et Hepper, 1969). Des cas d’infections chez l’homme ont été
documentés suite à la contamination directe ou indirecte de légumes par des
fumiers (Chapman etal., 1997a; Cieslak etal., 1993; Guan et Holley, 2003).
Des normes ont été proposées à travers le monde dans te but de
réduire le risque sanitaire associé aux épandages d’engrais de ferme. Ainsi,
la Commission des Communautés Européennes (CCE) a proposé que le
lisier soit entreposé pour un minimum de 60 jours avant son épandage sur les
terres agricoles (Kelly, 1978), particulièrement en été avant l’utilisation dans
les pâturages. Ce délai pré-épandage devrait, selon cet organisme, être
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accru à 90 jours en conditions hivernales d’entreposage (CCE, 1981). Guan
et Holley (2003) ont indiqué que l’entreposage de fumier de bovins (sans
ajout de fumier frais au lot entreposé) pendant 90 jours à 25°C détruirait les
principaux microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme
pouvant s’y trouver.
Les recommandations reliées aux aspects sanitaires de la valorisation
des fumiers peuvent aussi porter sur le délai à respecter entre l’épandage et
la paissance ou la récolte des produits destinés à la consommation humaine.
Jones (1980) propose que le lisier soit entreposé pendant un mois avant
l’épandage sur les pâturages et suggère qu’un délai d’un mois soit par la suite
respecté entre l’épandage des lisiers et l’accès au champ des animaux. Par
ailleurs, le Conseil canadien de l’horticulture recommande que le délai entre
l’épandage de fumier non-composté et la récolte des fruits et légumes soit
d’au moins 120 jours.
La réduction des risques sanitaires reliés à l’utilisation des engrais de
ferme nécessite une bonne connaissance du contenu microbiologique de ces
derniers. De plus, il est nécessaire de connaître le potentiel de survie des
microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme introduits dans
l’environnement lors des épandages.
Actuellement, au Québec et au Canada, peu de données scientifiques
sont disponibles pour appuyer les recommandations proposées dans la
littérature. De plus, on ne connaît pas quelle est la concentration minimale en
microorganismes indicateurs et pathogènes des fumiers qui représente un
risque réel pour l’environnement et la santé humaine et animale (Johnston et
aI., 2003). On note un manque d’information quant à certains types d’engrais
de ferme, particulièrement le lisier de porcs (Guan et Holley, 2003), et à la
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dynamique des microorganismes (ex. survie dans le sol), particulièrement en
conditions de terrain (Natvig et al., 2002).
L’hypothèse de base à vérifier dans le cadre de cette étude était que:
L’épandage de lisier de porcs dans les cultures maraîchères représente un
risque potentiel pour la santé humaine. Par conséquent, des mesures doivent
être prises pour réduire ce risque.
Pour y parvenir trois objectifs principaux ont été ciblés, soient: 1)
préciser le contenu du lisier de porcs en microorganismes potentiellement
pathogènes pour l’homme (MPPH); 2) déterminer le potentiel de survie des
MPPH dans le sol et sur les légumes suite à l’épandage de lisier de porcs; 3)
vérifier l’impact de procédures d’assainissement du lisier de porcs sur les
MPPH. Il est à noter que, dans ce document, les populations de
microorganismes peuvent être rapportées comme étant nulles (égales à
zéro). Cela signifie qu’elles se situent en-dessous de la limite de détection de
la méthode.
CHAPITRE 2
RECENSION DE LA LITTÉRATURE
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2. 1. La contamination microbiologique des fruits et légumes
Une augmentation du nombre de cas d’infections reliés à la
consommation de fruits et légumes a été observée en Amérique du nord au
cours des vingt dernières années (Sewell et Farber, 2001; Tauxe et al.,
199fb). Celle-ci peut s’expliquer par certains changements dans les
habitudes des consommateurs, la mise en marché des produits ainsi que par
un système de surveillance accru des maladies entériques reliées à la
consommation de ces produits (Seweli et Farber, 2001).
En effet, la population est de plus en plus sensibilisée à l’importance
d’accroître les portions de fruits et légumes dans l’alimentation humaine.
Après l’ascension du végétarisme au cours des années 70, l’alimentation à
base d’aliments crus s’est révélée de plus en plus populaire (SewelI et
Farber, 2001). Il en résulte une augmentation importante de la consommation
des fruits et légumes depuis quelques années.
Cette demande croissante a entraîné des changements dans la
production et la mise en marché des fruits et légumes. Une grande variété de
produits est maintenant disponible à longueur d’année. Le développement de
nouveaux modes de production et de conservation des aliments permet de
mieux répondre à cette demande croissante. Certains de ceux-ci
représentent toutefois certains désavantages quant à la salubrité des produits
(Beuchat et Ryu, 1997). Par exemple, les emballages sous atmosphère
contrôlé réduisent la prolifération des microorganismes responsables du
dépérissement des fruits et légumes, mais peuvent permettre la croissance
de certains microorganismes potentiellement pathogènes pour l’humain
(SewelI et Farber, 2001).
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L’augmentation du nombre d’infections reliées à la consommation de
fruits et légumes peut aussi être associée à une meilleure recension des cas
(Sewell et Farber, 2001). Ainsi, certains microorganismes récemment
identifiés sont de plus en plus fréquemment détectés (Tauxe, 1997b).
L’augmentation de la sensibilité des méthodes de détection permet d’identifier
des microorganismes présents en faible concentration. Il est aussi plus facile
d’établir le lien entre les isolats alimentaires et cliniques grâce à la
progression rapide des techniques de caractérisation des microorganismes
(SewelI et Farber, 2001).
Une étude a été menée au Minnesota afin de déterminer les
populations de coliformes fécaux ainsi que la prévalence de E. cou,
Salmonella et E. col! 0157:H7 sur plusieurs types de fruits et légumes
(Mukherjee et al., 2004). Les échantillons ont été prélevés à la ferme, dans
des entreprises d’agriculture conventionnelle (129 échantillons) et biologique
(476 échantillons) et ce, au moment de la récolte. La prévalence globale de
E. col! sur les produits a été estimée à 1 .6 % et 9.7 % chez les producteurs
pratiquant l’agriculture conventionnelle et biologique respectivement. La
présence de Salmonella a été observée sur deux échantillons provenant de
fermes biologiques, alors que E. cou 0157:H7 n’a été détectée sur aucun
échantillon.
Beuchat et Ryu (1997) ont identifié les principales sources de
microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme pouvant
contaminer les fruits et légumes (Tableau 2.1). Pour les besoins de ce
document, l’attention sera portée sur les contaminations pouvant survenir
entre l’épandage des fumiers et la récolte des produits.
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Tableau 2. 1. Sources de microorganismes pathogènes pour les fruits et
légumes (tiré de Beuchat et Ryu, 1997)
Avant les récoltes Après les récoltes
Matières fécales Matières fécales
Sol Manipulations
Eau d’irrigation Équipements de récoltes
Eau pour traitements phytosanitaires Contenants de transport
Fumier frais ou mal composté Animaux sauvages et domestiques
Animaux sauvages et domestiques Insectes
Insectes Poussières





Le sol représente une source potentielle de microorganismes dont
certaines souches peuvent être pathogènes pour l’homme. Par exemple, les
spores de Clostridium botulinum, Clostridium perfringens et Bacillus cereus
ainsi que Listeria monocytogenes sont fréquemment détectés dans les sols
agricoles (Beuchat et Ryu, 1997). Leur présence sur les fruits et légumes est
donc possible, surtout pour tes produits poussant dans le sol. Les spores de
clostridies sont d’ailleurs fréquemment isolées des feuilles des produits
horticoles, particulièrement en été (Ercolani, 1997). Toutefois, Listeria
monocytogenes est sûrement le microorganisme potentiellement pathogène
pour l’homme le plus fréquemment trouvé dans le sol. Cette bactérie
saprophyte vit sur les végétaux en décomposition et dans le sol (Weiss,
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1975). Plusieurs souches de Lïsteria monocytogenes peuvent donc y être
trouvées, dont certaines sont pathogènes pour l’homme (Welshimer, 1968).
Selon Beuchat et Ryu (1997), la présence de microorganismes
pathogènes pour l’homme autres que Listeria monocytogenes, Bacillus spp.
et Clostridium dans le sol résulte principalement de l’application volontaire ou
accidentelle de matières fécales. Les fumiers sont une source indéniable de
microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme (PeIl, 1997).
Leur épandage représente un risque potentiel de contamination des produits
frais. Les prochaines pages présenteront les principaux microorganismes
indicateurs et pathogènes pour l’homme pouvant être trouvés dans les
engrais de ferme. Une affention particulière sera portée sur ceux qui sont
associés à la production porcine.
2. 2. Contenu des engrais de ferme en microorganismes pathogènes et
indicateurs
Les engrais de ferme peuvent contenir plusieurs types de
microorganismes pathogènes. Certains sont d’un intérêt particulier au
Canada en ce qui a trait à la santé humaine, soient Escherichia cou 0157:H7,
Salmonella, Campylobacter, Yersïnia enterocolïtica, Cryptosporidium et
Giardia (Guan et Holley, 2003). Selon le Comité de santé environnementale
du Québec (2000), les principaux microorganismes pathogènes pouvant être
présents dans les matières fécales des animaux d’élevage au Québec et
transmissibles à l’homme par la voie environnementale incluent
Campylobacter jejuni, Campylobacter cou, Escherichïa cou 01 57:H7,
Leptospira interrogans, Listeria monocytogenes, Salmonella, Yersinia
enterocolitica, C,yptosporidium parvum et Giardia lamblia.
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Ces microorganismes peuvent infecter l’homme par le biais d’eau ou
de cultures contaminées directement ou indirectement par des fumiers (Guan
et Holley, 2003). La détection des microorganismes pathogènes étant
fastidieuse et coûteuse, les indicateurs de contamination fécale sont
généralement utilisés pour décrire la qualité microbiologique des échantillons
alimentaires et environnementaux.
Les microorganismes indicateurs sont utilisés pour déterminer la
présence possible d’agents pathogènes d’origine fécale. L’indicateur de
contamination fécale le plus couramment utilisé est la présence des
coliformes fécaux. Toutefois, il est maintenant reconnu que E. cou est un
indicateur de contamination fécale plus fiable que les coliformes fécaux
(Toranzos et aI., 2002). Cette bactérie a été fréquemment utilisée pour
décrire le comportement des microorganismes d’origine fécale dans les sols
et au cours de l’assainissement des engrais de ferme (Abdul et Loyd, 1985;
Olsen, 1988).
2. 2. 1. Escherichia cou
Escherichia cou est un bacille négatif à la coloration de Gram
appartenant à la famille des Enterobacteriaceae. Les isolats de Escherichia
cou peuvent être caractérisés sérologiquement en se basant sur les
antigènes O somatiques et les antigènes H flagellaires. Les souches d’E. col!
sont très variables dans leurs propriétés biochimiques, mais les propriétés les
plus communes sont une réaction positive au test d’indole et de 4-
methylumbelliferyl-f3-D-glucuronide (MUG), ainsi qu’une croissance à 44,5 °C.
Toutefois, la souche d’E. col! 0157:H7 est MUG et D-sorbitol (Farmer,
1999).
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Escherichia cou est un habitant normal des intestins des mammifères
à sang chaud. Cette bactérie est fréquemment utilisée comme indicateur de
contamination fécale. Cependant, certains types peuvent causer la maladie
chez l’homme. Quatre groupes dE. cou ont été définis comme étant des
pathogènes entériques les souches entéropathogènes (EPEC),
entérotoxinogènes (ETEC), entéro-invasives (EIEC) et enfin entéro
hémorragiques (EHEC).
Le type entéro-hémorragique, produisant la vérocytotoxine, est le plus
préoccupant en ce qui concerne la transmission zoonotique par voie
environnementale (Comité de santé environnementale du Québec, 2000). Le
sérotype le plus souvent mis en évidence est 0157:H7. Toutefois, plus de
200 sérotypes autres que 0157 ont été isolés chez l’homme (OMS, 1998).
Les méthodes de détection couramment utilisées dans les laboratoires de
diagnostic ne permettant pas de détecter les souches autres que 0157, le
nombre de cas associés aux souches autres que 0157 est probablement
sous-estimé (Bopp et al., 1999).
La transmission d’E. cou entéro-hémorragique à l’homme peut se faire
de personne à personne, ou par l’ingestion d’aliments ou d’eau contaminés.
Plusieurs types d’aliments peuvent être impliqués dans les infections,
notamment le boeuf haché, les fruits et légumes et le lait. La dose infectante
est faible, probablement moins de 100 organismes pour 0157:H7 (Meng et
al., 2001). Après une période d’incubation de 3 à 4 jours, les souches d’ E.
cou entéro-hémorragiques peuvent causer chez l’homme des symptômes
variés allant de diarrhées légères à intenses et sanguinolentes avec crampes
abdominales sans fièvre (colite hémorragique). Il est aussi possible
d’observer un syndrome hémoTytique urémique chez environ 6% des patients
atteints de diarrhées reliées à E. cou 0157 (Bopp et al., 1999). Les souches
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entérohémorragiques de E. col! ont la particularité de tolérer les conditions
acides, pouvant persister à des pH de 4.0 4.5 (Meng et al., 2001).
Parmi les animaux d’élevage, les ruminants (particulièrement les
bovins) sont considérés comme étant le principal réservoir de E. col! entéro
hémorragique (Meng et Doyle, 1998). Afin de préciser la prévalence de E.
cou 0157 chez les animaux d’élevage, une étude a été menée au Royaume-
Uni (Chapman et al., 1997b). Des échantillons de matières fécales de
quelques espèces animales ont été prélevés peu de temps après l’abattage
pendant une période d’un an. La détection a été faite par immunocapture et
l’utilisation de la gélose MacConkey avec sorbitol (CT-SMAC). La prévalence
de E. cou 0:157 a été estimée chez les bovins à 15,7% (n=4 800). Chez le
mouton et le porc, elle fut respectivement de 2,2% (n=1 000) et 0,4% n=1
000). E. cou 0:157 ne fut pas détecté dans les 1 000 échantillons de matières
fécales de volaille. Des essais en culture cellulaire ont permis de constater
que les isolats d’origine bovine et ovine étaient vérotoxinogènes et
possédaient le gène eaeA. Par contre, les souches porcines ne possédaient
pas ces attributs.
Une autre étude a montré la présence de Escher!chïa cou 0157:H7
dans les matières fécales de porcs prélevées à l’abattoir aux États-Unis
(Feder et al., 2003). Deux pourcent des échantillons furent positifs à cette
bactérie (n=305). Deux pathotypes de E. col! 0157 ont été identifiés dans
cette étude, le premier possédant les gènes eaeA, stx1 et stx2 et le second
possédant les gènes aeaA, stxl et h1y933 (hémolysine). À ce jour, en
Amérique du Nord, aucune évidence n’a permis de relier des cas d’infection
humaine à E. col! 0157:H7 à des isolats d’origine porcine (Guan et Holley,
2003). Au Québec, certaines souches de Escher!chia cou vérotoxinogènes
appartenant à d’autres sérotypes ont été identifiées chez le porc (Desrosiers
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et al., 2001). D’autres études sont cependant requises pour préciser le risque
réel de transmission du porc à l’homme.
Bien que peu d’évidences permettent de conclure au pouvoir
pathogène des isolats de E. col! d’origine porcine pour l’homme, cette
bactérie demeure un microorganisme indicateur de choix pour indiquer la
présence possible d’autres microorganismes pathogènes dans
l’environnement (Ogden et al., 2001; Natvig et al., 2004).
2. 2. 2. Salmonella spp.
Ce membre de la famille des Enterobacter!aceae est un bâtonnet
mobile négatif à la coloration de Gram. Le genre Salmonella comprend 2
espèces, S. enterica et S. bongori. L’espèce enterica se subdivise en 6 sous-
espèces: S. enterica ssp enterica, S. enterica ssp salamae, S. enterica ssp
arizonae, S. enterica ssp d!arizonae, S. enterica ssp houtenae et enfin S.
enterica ssp indica (Bopp etal., 1999).
On compte près de 2500 sérotypes dans le genre Salmonella, dont la
plupart appartiennent à l’espèce enterica ssp enterica. Ce dernier groupe
inclut les sérotypes Typhi et Paratyphi, rares en Amérique du nord, ainsi que
Enteritidis et Typhimurium, fréquemment isolés en Amérique du nord. Les
sérotypes Typhi et Paratyphi, responsables des fièvres typhoïdes, ont comme
hôte unique l’homme et ne peuvent être donc être transmis de façon
zoonotique (Shere et al., 1998).
Après une période d’incubation de 8 à 72 heures, les souches de
salmonelles non typhiques causent des gastro-entérites chez l’homme,
caractérisées par des diarrhées, de la fièvre et des crampes abdominales,
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ces signes cliniques pouvant persister une semaine ou plus (Bopp et al.,
1999; D’Aoust et aI., 2001). La dose infectante est faible, 1 à 10 cellules
pouvant causer l’infection (D’Aoust et al., 2001). L’infection est généralement
d’origine alimentaire, les viandes, les produits du lait et le chocolat figurant
parmi les aliments reliés à l’infection. Les fruits et légumes sont de plus en
plus reconnus comme étant aussi un véhicule important de salmonellose
humaine (D’Aoust et aI., 2001).
Salmonella peut être présent dans l’ensemble du cheptel agricole.
Plusieurs études ont été menées dans le but de préciser la prévalence de
cette bactérie chez différents animaux d’élevage. La majorité de ces études
ont été faites à partir de matières fécales prélevées dans les abattoirs. Il est
reconnu que le stress relié au transport contribue à accroître l’excrétion de
Salmonella par les animaux (Ekperigin et Nagaraja, 1998). Il est donc
possible que les concentrations trouvées dans les échantillons provenant des
abattoirs soient supérieures à celles qui auraient été déterminées à partir des
échantillons prélevés à la ferme. Au Canada, la prévalence de Salmonella
dans les matières fécales de porcs prélevées dans les abattoirs a été estimée
à 5,2% selon Letellier et al. (1999), alors qu’elle a été de 17,5% selon
Lammerding et al. (1988). Elle a été estimée à 25% aux Pays-bas, 10% en
Nouvelle-Zélande, 6% au Royaume-Uni et enfin 10-13% aux États-Unis
(Ekperigin et Nagaraja, 1998). Davies et al. (1997) ont quant à eux observé
une prévalence de 24,6% dans les matières fécales de porc en Caroline du
nord. Chez les bovins et les ovins, le pourcentage d’infection a été estimé à
13-15% en Nouvefle-Zélande (Ekperigin et Nagaraja, 1998).
2. 2. 3. Yersinia enterocolîtica
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Les bactéries du genre Yersinia sont des bâtonnets négatifs à la
coloration de Gram appartenant à la famille des Enterobacteriaceae. Ce
genre comprend 10 espèces, dont trois sont potentiellement pathogènes pour
l’homme : Y. pestis, Y. pseudotuberculosis et Y. enterocolitica, Les infections
humaines causées par Y. pestis (agent responsable de la peste) et Y.
pseudotuberculosis sont rares en Amérique du nord (Aleksic et Bockemuhl,
1999). Les sérotypes de Y enterocolitica les plus fréquemment impliqués
dans l’infection humaine sont 0:3, 0:5,27, 0:8 et 0:9 (Bottone, 1997).
Yersinia enterocolitica est principalement un pathogène gastro
intestinal, Il a toutefois une forte propension à causer des infections à
d’autres organes. La yersiniose cause des douleurs au bas de l’abdomen qui
peuvent être confondues avec une appendicite. Cette maladie se caractérise
par une diarrhée liquide parfois sanguinolente accompagnée de fièvre, de
vomissements et de crampes abdominales (Aleksic et Bockemuhl, 1999). Elle
peut faire suite à la consommation de nourriture ou d’eau contaminée et
rarement résulter d’une transmission de personne à personne. La période
d’incubation est de 4 à 7 jours (Butler, 1994).
Parmi les animaux d’élevage, le porc serait le principal réservoir des
sérotypes de Yersinia enterocolitica fréquemment impliqués dans l’infection
humaine. Il a d’ailleurs été noté que le plus grand nombre de porcs infectés
était retrouvé dans les pays où l’incidence humaine est élevée, tels que la
Scandinavie, la Belgique, le Japon et le Canada (Acha et Szytres, 1989).
Au Canada, la prévalence de Yersinia enterocolitica dans les matières
fécales de porcs prélevées aux abattoirs a été estimée à 20,9% (Letellier et
aI., 1999). Par ailleurs, dans une étude québécoise impliquant une vingtaine
de fermes visitées un minimum de cinq fois, 80% des fermes présentaient au
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moins un animal infecté à Yersïnia enterocolitica. Parmi les isolats retrouvés,
93,5% appartenaient au sérotype 0:3, relié à l’infection chez l’homme (Pilon
et aI. 2000).
2. 2. 4. Cryptosporidium spp.
Ctyptosporidium est un protozoaire appartenant à l’ordre des
coccidies, phylum Apicomplexa. Onze espèces sont reconnues chez les
vertébrés, basées sur les différences morphologiques, sur les techniques
moléculaires, sur le site d’infection et sur la spécificité envers l’hôte. Ce sont
C. parvum, C. feus, C. canis, C. wrairi, C. andersoni, C. muris chez les
mammifères, C. balleyi et C. meleagridis chez les oiseaux, C. serpentis et C.
saurophilum chez reptiles et enfin C. nasorum chez les poissons (Villeneuve,
2003). Cryptosporidium pa!vum est l’espèce la plus fréquemment impliquée
dans les infections chez l’homme et les mammifères (Rose, 1997).
La phase sexuée du cycle de vie du parasite conduit à la formation
d’ookystes matures mesurant de 4 à 5 pm en diamètre qui sont éliminés dans
les selles et sont infectieux dès l’excrétion. On a pu identifier 5 voies
d’infection chez l’homme: ingestion d’eau ou d’aliments contaminés,
inhalation du parasite, contact avec une personne ou un animal infectés
(Villeneuve, 2003). La dose infectante médiane est de 1 32 ookystes (DuPont
et aI., 1995). Après une période d’incubation d’environ une semaine, le signe
clinique le plus commun est une diarrhée profuse et liquide contenant
souvent du mucus, mais rarement du sang. Celle-ci peut être accompagnée
de crampes abdominales douloureuses, d’une fièvre peu marquée, de
nausées et de vomissements (Villeneuve, 2003). Chez les personnes
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immunodéprimées, l’infection peut s’étendre au pancréas, à la vésicule
biliaire et même aux poumons (O’Donoghue, 1995).
Une étude québécoise a été menée afin d’évaluer la prévalence de
Ctyptosporïdium spp. dans les fermes laitières du Québec. Un total de 505
fermes, réparties géographiquement sur l’ensemble du Québec, ont été
échantillonnées, à raison de 5 veaux par ferme. L’étude a révélé que, dans
88,7% des fermes, on retrouvait au moins un veau excrétant Cryptosporidium
spp. (Ruest et aI. 1998). Par ailleurs, une étude canadienne a révélé une
prévalence de 20% chez les bovins, 23% chez le mouton et 11 % chez le porc
(Oison etal. 1997).
2. 3. Les outils de caractérisation des microorganismes potentiellement
pathogènes pour l’homme.
L’identification des microorganismes au genre ou à l’espèce est
généralement insuffisante pour caractériser des isolats dans le cadre
d’études en épidémiologie moléculaire. Plusieurs méthodes permettent de
caractériser des isolats de microorganismes d’une même espèce. Elles
peuvent être classées en deux types, soient les approches phénotypiques et
gé n otyp iq u es.
Les méthodes de caractérisation phénotypique s’adressent aux
différences pouvant être observées dans l’expression des gènes de différents
isolats. Elles incluent notamment des techniques comme le biotypage, le
sérotypage et le lysotypage (sensibilité aux phages). Les méthodes de
caractérisation génotypique ciblent les différences au niveau du génome des
isolats. L’électrophorèse à champs pulsés (PFGE), l’analyse des
endonucléases de restriction, le ribotypage, le RAPD (Randomly Amplified
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Polymorphic DNA), le RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) et
le profil des plasmides figurent parmi les outils de caractérisation génotypique
couramment utilisés en épidémiologie (Arbeit, 1999).
Le choix d’une méthode de caractérisation s’effectue selon différents
critères, soient l’applicabilité de la technique à plusieurs souches, la
reproductibilité, le pouvoir discriminant, ainsi que la facilité d’exécution et
d’interprétation (Arbeit, 1999). Belkum et aI. (2001) ont établi une liste des
forces et faiblesses de différentes méthodes de caractérisation dont un extrait
est présenté au tableau 2.2.
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2. 4. Expression du devenir des microorganismes indicateurs et
pathogènes dans les engrais de ferme et dans le sol
Les variations des populations de microorganismes indicateurs et
pathogènes dans les engrais de ferme et dans le sol peuvent être décrites de
plusieurs façons. Certains chercheurs effectuent des échantillonnages
successifs de fumier, jusqu’à ce que les populations du microorganisme ciblé
(inoculé expérimentalement ou naturellement présent dans le fumier I lisier)
atteignent des niveaux non-détectables (Ajariyakhajorn et aI., 1997; Johnston
et aI., 2003; Kudva et aI., 1998). La même démarche peut être faite dans le
sol suite à l’ajout d’engrais de ferme ou l’inoculation avec des
microorganismes indicateurs ou pathogènes (Baloda et aI., 2001; Tannock et
Smith, 1972). Le potentiel de survie des microorganismes dans les fumiers
ou dans le sol sera alors exprimé en nombre de jours requis pour que les
populations atteignent des niveaux non-détectables. Bien que cette approche
apporte des informations importantes sur le potentiel de survie des
microorganismes, elle est influencée par la quantité initiale de
microorganismes. En effet, plus celle-ci est grande au début de l’expérience,
plus le délai nécessaire à la disparition des microorganismes sera grand
(Strauch et Ballarini, 1994). Il est donc difficile de comparer le potentiel de
survie de différents microorganismes ou encore des résultats expérimentaux
provenant de sources différentes lorsque la concentration microbienne initiale
diffère. C’est pourquoi certains auteurs utilisent d’autres approches, soient le
délai de réduction décimale (temps requis pour que les populations soient
réduites de 90%).
L’observation des données de la littérature a permis de constater que
les populations de microorganismes entériques suivent généralement une
décroissance exponentielle dans les fumiers et dans le sol. Une relation
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linéaire existe donc entre le logarithme des populations microbiennes et le
temps. Cette relation fut exprimée par la loi de Chick, représentée par
l’équation suivante:
N t! N0 = 10
-kt (équation 1), où:
N t = nombre de microorganismes au temps t
N0 = nombre de microorganismes au temps O
t = temps (jours)
k = constante de décroissance microbienne
L’équation 1 peut aussi être présentée sous la forme:
10g 10 (N t I N o) - k t (équation 2),
ou encore:
In (N I N ,) = - k* t (équation 3), si le logarithme naturel est utilisé.
Dans la littérature scientifique, il est parfois difficile de savoir si le
logarithme naturel ou en base 10 a été utilisé, ce qui complique la
comparaison des résultats de différentes sources. Lorsque la base de calcul
est connue, il est toutefois possible de faire la conversion si nécessaire. Ainsi,
la constante k définie en base e peut être convertie en base 10 en la
multipliant par 0,4343 (Crane et Moore, 1986).
Reddy et aI. (1981) ont proposé des ajouts à la loi de Chick, afin de
tenir compte des principaux paramètres influençant la décroissance des
populations de microorganismes dans le sol, soient la température, l’humidité
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et le pH. Crane et Moore (1986) ont répertorié plusieurs approches de
complexité variable proposées dans la littérature pour décrire le
comportement des microorganismes. Toutefois, l’utilisation de la loi de Chick
apparaît pour ces derniers la plus avantageuse. En effet, peu de données
sont disponibles pour valider les autres modèles en ce qui a trait au taux de
décroissance des microorganismes dans les sols. De plus, la loi de Chick est
simple d’utilisation et la comparaison des résultats provenant d’études
différentes est facile (Crane et Moore, 1986).
2. 5. Survie des microorganismes indicateurs et pathogènes dans le sol
Plusieurs épidémies d’origine hydrique et alimentaire associées aux
engrais de ferme sont documentées dans la littérature (Guan et Holley,
2003). Comparativement aux autres types d’engrais de ferme, le fumier de
bovin a été impliqué plus souvent dans ces épidémies (Guan et Holley,
2003). C’est pourquoi la communauté scientifique s’est particulièrement
intéressée à ce type d’engrais de ferme dans les études visant la dynamique
des microorganismes pathogènes dans l’environnement. L’attention s’est
donc dirigée vers les microorganismes retrouvés chez les bovins, surtout
lorsque ceux-ci représentent un risque important pour la santé humaine. À
titre d’exemple, notons Escherichïa coIiOl57:H7.
La survie des microorganismes indicateurs et pathogènes dans les
sols est influencée par une multitude de variables dont il faut tenir compte
dans l’interprétation des résultats. Parmi ceux-ci, notons l’activité microbienne
du sol, la température, l’humidité, le pH, la texture et le contenu en matière
organique du sol, ainsi que la radiation solaire (Reddy et al., 1981; Cools et
al., 2001).
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L’impact de ces variables sur la persistance des microorganismes
indicateurs et pathogènes dans le sol a pu être observé dans le cadre
d’études menées en laboratoire, suite à l’ajout au sol de souches
bactériennes de laboratoire ou encore de microorganismes provenant du
fumier. L’ajout de souches contrôles de laboratoire marquées représente un
avantage technique considérable puisque le suivi et la détection en sont
facilités. Toutefois, l’utilisation de ces dernières ne reflète pas toujours le
comportement des isolats pouvant être trouvés dans les fumiers dont la
composition et la diversité génétique diffèrent (Topp et aI., 2003).
2. 5. 1. L’activité microbienne du sol
Les microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme
introduits dans le sol sont soumis à une compétition microbienne
(particulièrement pour les éléments nutritifs) et à une prédation par les
protozoaires. L’importance de l’activité microbienne du sol sur la persistance
des microorganismes entériques a été démontrée dans plusieurs
expérimentations menées en laboratoire.
Ainsi, les populations d’une souche contrôle de E. cou demeurèrent
stables suite à l’inoculation d’un loam limoneux préalablement stérilisé par
autoclavage et maintenu à 4, 20 et 37°C et ce, pendant 100 jours suivant
l’inoculation. Par contre, la survie de cette bactérie dans les sols non
autoclavés fut de 100 jours ou moins, selon la température (Bogosonian et
aI., 1996).
Une autre expérience menée en laboratoire par Jiang et aI. (2002) a
démontré la persistance supérieure de E. cou 0157:H7 dans les sols stériles.
Différentes doses de fumier de bovin préalablement inoculé avec cette
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bactérie furent ajoutées à des échantillons de sol maintenus à des
températures de 5, 15 et 21°C. Une croissance bactérienne fut observée
dans quelques traitements impliquant les sols autoclavés quelques jours
après l’ajout du fumier, ce qui ne fut pas le cas dans les sols non-autoclavés.
Le taux de décroissance bactérienne fut supérieur dans les sols non
autoclavés.
Le même phénomène fut observé par Turpin et aI. (1993) pour
Salmonella suite à l’ajout d’une souche contrôle dans un sol autoclavé
comparativement à un sol non-autoclavé. La dose de Salmonella était de 2 x
108 UFC/g et les échantillons ont été maintenus à 22°C. Au cours des 38
jours suivant l’inoculation, une diminution de près d’une unité logarithmique
fut observée dans le sol stérilisé, alors qu’elle fut de plus de 5 unités
logarithmiques dans le sol non-autoclavé.
2. 5. 2. Les conditions climatiques
De façon générale, une augmentation de la température et une
diminution de l’humidité entraînent une réduction de la survie des
microorganismes indicateurs et pathogènes.
Ainsi, l’inoculation de microcosmes de sol avec une souche contrôle
de E. cou a permis de démontrer la persistance de cette bactérie en fonction
de la température (Bogosonian et aI., 1996). Elle fut d’environ 100 jours à
4°C, 65 jours à 20°C et 12 jours à 37°C, le contenu initial du sol suite à
l’inoculation étant de 2.1 x 10 UFC/g de sol. Selon Zibilske et Weaver
(1978), la persistance de Salmonella enterica Typhimurium dans le sol fut
estimée à 42 jours à 22 °C et 63 jours à 5 °C.
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Cools et aI. (2001) ont observé la persistance de E. cou en fonction de
la température et de l’humidité dans un loam ayant reçu une dose de lisier de
porcs équivalente à 410 tonnes / ha (210 g de lisier dans 2 kg de sol). Les
échantillons de sol, dont le contenu initial en E. cou était de 2 x 10 6 UFC/g,
furent incubés à des températures de 5, 15 et 25° C et maintenus à des
conditions d’humidité différentes, soit 60, 80 et 100% de la capacité au
champ. Dans tous les cas, la persistance de E. cou fut supérieure avec une
diminution de la température et une augmentation du contenu en humidité.
Ainsi, à une température de 5° C combinée à une capacité au champ de
100%, les populations bactériennes atteignirent la limite de détection au jour
80, alors que la limite de détection fut atteinte en 38 jours avec une
température de 25° C et un contenu en humidité de 60% de la capacité au
champ. La survie supérieure de Streptococcus faecalis lors d’une
augmentation du contenu en humidité du sol fut aussi démontrée par Kibbey
et aI. (1978) et ce, à différentes températures.
La persistance accrue des microorganismes potentiellement
pathogènes pour l’humain dans les sols à basse température peut s’expliquer
par une diminution de l’activité des microorganismes du sol, qui entraîne une
diminution de la compétition avec la flore du sol et une diminution de la
prédation par les protozoaires (Cools et aI., 2001; Curds, 1993; Trevisan et
al., 2001).
Après une analyse des données disponibles dans la littérature, Reddy
et al. (1981) ont estimé la constante de décroissance (telle que définie par la
loi de Chick) de différents types de microorganismes indicateurs et
pathogènes dans l’environnement (sol et eau). La moyenne fut de 1.14 jour1
pour les coliformes fécaux (0.08-9.1 jou(1) et de 1.33 jou(1 pour Salmonella
(0.21-6.93 jour1).
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Selon les mêmes auteurs, la constante double avec une augmentation
de température de 100 C dans la gamme de température variant de 5 à
3Q0 C.
De plus, elle augmente avec une diminution du contenu en humidité. Les
auteurs ont proposé une équation permettant d’ajuster le coefficient de
décroissance microbienne en fonction de la température et de l’humidité.
Bien que la plupart des auteurs affirment qu’une élévation de
température entraîne une diminution de la survie des microorganismes
indicateurs et pathogènes, Jiang et aI. (2002) ont observé le phénomène
contraire. Du fumier de bovin préalablement inoculé avec E. cou 0157:H7 a
été ajouté à des échantillons de sol en laboratoire dans un ratio fumier:sol de
1:10, 1:25, 1:50 et 1:100. Le seuil de détection fut atteint en 63 jours ou
moins à 5 °C, 165 jours ou moins à 15 °C et 231 jours ou moins à 21 °C.
2. 5. 3. Les propriétés du sol
Le pH, la texture et le contenu en matière organique figurent parmi les
variables les plus importantes qui influencent la survie des microorganismes
indicateurs et pathogènes dans le sol (Crane et Moore, 1986).
De façon générale, les valeurs extrêmes de pH (élevées ou basses)
contribuent à réduire la survie des microorganismes pathogènes (Crane et
Moore, 1986).
Cools et aI. (2001) ont publié une des rares études ayant porté sur
l’impact de la texture du sol sur la survie de E. cou. Des échantillons de sol de
texture différente (loam, sable loameux et sable) auxquels ont été ajoutés du
lisier de porcs à une dose équivalente à 410 T/ha (12 g de lisier dans 114 g
de sol) ont été incubés à 5° C et 25° C pour une période de 1 à 68 jours.
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Indépendamment de la température et de la date d’échantillonnage, la survie
bactérienne fut significativement supérieure dans le sable, comparativement
au loam et au sable loameux. Le même phénomène fut observé dans une
étude menée en laboratoire et au champ par Trevisan et aI. (2002). En
laboratoire, suite à l’ajout d’une dose de 20 T/ha de lisier contenant i0 et 108
UFC/g, le taux de mortalité des coliformes fécaux fut de 0.1 lj 1 dans les sols
argileux et de 0.075 dans les sols sableux. Au champ, dans des prairies
ayant reçu des doses de 20-40 T/ha de lisier, le taux de décroissance des
coliformes fécaux dans le sol tut estimé à 0.05-0.20 jour
1 dans les sols
sableux et à 0.17-0.30 jour1 dans les sols argileux.
Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer la persistance
accrue des MPPH dans les sols légers, comparativement aux sols lourds.
Celle-ci pourrait être due à une activité inférieure des protozoaires dans les
sols légers, reliée aux conditions souvent moins humides dans ce type de sol,
ce qui réduirait la prédation exercée envers les bactéries fécales (Trevisan,
2002).
Certains auteurs maintiennent toutefois que les sols argileux
contribuent à une plus grande survie des bactéries dans le sol (Wessendorf
et Lingens, 1989). La présence d’argile favoriserait la création d’agrégats
dans le sol, riches en humidité et en éléments nutritifs, ce qui offrirait une
meilleure protection contre la prédation par les protozoaires (Cools et al.,
2001).
La présence de matière organique permettrait aussi la création de
micro-habitats riches en éléments nutritifs favorables à la survie bactérienne
(Yates et Yates, 1988). Mallmann et Litsky (1951) ainsi que Dazzo et al.
(1973) ont démontré que l’augmentation du contenu en matière organique du
28
sol favorise la survie des microorganismes d’origine fécale. Les observations
de Tate (1978) ont permis de constater que la survie de E. cou était trois fois
plus grande dans un sol organique que dans un sol sableux.
Il est nécessaire de tenir compte de l’ensemble des propriétés du sol
pour estimer le potentiel de survie des MPPH. Par exemple, selon Cools et
aI. (2001), la persistance accrue de E. cou dans le sable, comparativement au
loam et au sable loameux utilisés dans leur étude, s’expliquerait par le fait
que le sable avait un contenu supérieur en matière organique.
Certains cas d’infection humaine ont été causés par une
contamination directe ou indirecte des fruits et légumes par des engrais de
ferme (Chapman et al., 1997a; Cieslak et al., 1993). À titre d’exemple, notons
l’épidémie de listériose survenue en Nouvelle-Écosse au début des années
80. L’enquête révéla que du chou fut contaminé suite à l’épandage de fumier
de mouton utilisé pour fertiliser la culture. Celui-ci contenait la bactérie
Listeria monocytogenes. Cette épidémie impliqua 41 personnes et causa 17
mortalités (Schlech et al., 1983).
2. 6. Procédés d’assainissement des Iisïers
Les fumiers peuvent donc contenir des microorganismes
potentiellement pathogènes pour l’homme. Ces derniers peuvent survivre
dans le sol pour une durée variable dépendant des conditions présentes. Il
est possible de réduire le risque pour la santé humaine et animale en
abaissant le contenu en microorganismes pathogènes du fumier ou du lisier
avant son épandage. À cet effet, plusieurs stratégies d’assainissement
peuvent être envisagées. Dans les prochaines pages, l’attention sera portée
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sur certaines approches qui peuvent s’appliquer au lisier, soient l’entreposage
ainsi que la digestion aérobie et anaérobie.
2. 6. 1. L’entreposage
L’entreposage des lisiers contribue à réduire les populations de
microorganismes pathogènes qui s’y trouvent, particulièrement lorsqu’il n’y a
pas d’ajout continuel de lisier frais dans le lot entreposé (Nicholson et al.,
2002). Le pouvoir assainissant de l’entreposage peut être évalué par la
mesure des populations de microorganismes indicateurs et/ou de
microorganismes pathogènes spécifiques des lisiers.
Selon Jones et al. (1977), la population de Salmonella dans le lisier
de bovins est passée de 106 à des niveaux non-détectables après 74 jours à
1000 (sans apport de lisier frais). Une décroissance exponentielle des
bactéries indicatrices (E. cou et streptocoques fécaux) ainsi que des
microorganismes pathogènes tels que Salmonella et Yersinia enterocolïtïca
fut observée par Munch et al. (1987) au cours de l’entreposage. La
persistance de ces microorganismes fut supérieure à basse température (6-
9°C) comparativement à haute température (1 8-20°C).
2. 6. 2. La digestion aérobie
De façon générale, comparativement à l’entreposage seul, le
traitement biologique des lisiers (digestion aérobie ou anaérobie) entraînera
une disparition plus rapide des microorganismes indicateurs et pathogènes.
Ainsi, les populations de ces derniers furent réduites par l’aération
comparativement au simple entreposage, tant à basse (6-9°C) qu’à haute
température (18-20°C) (Munch et al., 1987). La digestion aérobie s’est aussi
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avérée efficace pour détruire Salmonella dans le lisier de porcs et de bovins,
tant à l’échelle du laboratoire qu’à l’échelle de la ferme (Heinonen-Tanski et
aI., 1998). L’aération a permis de réduire les populations initiales de
Salmonella de 99% ou plus en 2 à 5 semaines. Selon Ginnivan et al. (1981)
la digestion aérobie thermophile du lisier de porcs a permis de faire passer
les populations de Salmonella de 106 à des niveaux non-détectables en 4
heures.
2. 6. 3. La digestion anaérobie
La digestion anaérobie permet aussi, comparativement au simple
entreposage, de réduire la persistance des microorganismes indicateurs et
pathogènes. Kearny et al. (1993a) ont étudié le délai requis pour qu’une
réduction de 90% des populations de microorganismes (Ig) du lisier de
bovins soit observée et ce, en conditions expérimentales. Au cours de
l’entreposage, le T90 de E. cou, Salmonella et Yersinia enterocolitica fut
respectivement de plus de 29 jours, 21,3 et 20,8 jours à une température de
4°C. Par contre, à 17°C, il fut de plus de 29 jours, 17,5 et 12,8 jours pour ces
mêmes bactéries respectivement. Dans la même étude, le T90 fut réduit à 0,8,
0,9 et 0,7 jours pour E. col!, Salmonella et Yersinia enterocolïtica
respectivement suite à une digestion anaérobie mésophile (35°C)
séquentielle. En alimentation semi-continue du bioréacteur, la survie de E.
cou, Salmonella et Yers!nia enterocolitica était supérieure, le T90 atteignant
1,5, 1,1 et 2,5 jours respectivement. Selon une autre étude menée par les
mêmes chercheurs (Kearny et al., 1993b), la persistance des
microorganismes était nettement supérieure à l’échelle de la ferme. Le T90 de
E. cou, Salmonella et Yersinia enterocolitica s’élevait alors à 76,9, 34,5 et
1 8,2 jours respectivement.
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2. 6. 4. Variables influençant le pouvoir assainissant des procédés de
traitement des lisiers
Plusieurs variables affectent le pouvoir assainissant des technologies
de traitement des lisiers. Parmi celles-ci, notons le temps de rétention, le pH,
la température, le contenu en solides ainsi que la production d’acides gras
volatils.
Dans une étude menée en laboratoire, la survie de Salmonella dans le
lisier de bovins s’est montrée affectée par la quantité initiale de
microorganismes, la température, le contenu en solides et la souche de
Salmonella présente (Jones et aI., 1977). La persistance de cette bactérie fut
supérieure lorsque le contenu en solides excédait 5% et que la température
était inférieure à 10°C. Par ailleurs, une relation fut observée entre la
diminution du pH et la disparition de Salmonella. Selon les auteurs, l’impact
du pH sur Salmonella ne serait pas direct, mais résulterait plutôt de la
production de composés acides toxiques pour Salmonella produits durant le
stockage par les autres microorganismes présents naturellement dans le
lisier.
Une augmentation du temps de rétention permettra d’obtenir des
niveaux plus élevés d’assainissement (Olsen, 1988). De la même manière,
une augmentation de la température aura un effet assainissant supérieur au
cours de l’entreposage (Munch et aI., 1987), de la digestion aérobie (Munch
et al., 1987) et de la digestion anaérobie (Kumar et al.,1999; Olsen et Larsen,
1987). Il a aussi été démontré qu’une augmentation du contenu en solides de
9 à 15% entraînait une augmentation de la persistance de Salmonella (Kumar
et aI., 1999). Au cours de la digestion anaérobie du lisier, une corrélation fut
32
observée entre la population de Salmonella et la concentration en acides
gras volatils du lisier ainsi qu’une diminution du pH (Tappouni, 1 984).
II est aussi important de tenir compte des conditions expérimentales
dans l’analyse de la littérature. À titre d’exemple, la survie de
microorganismes indicateurs soumis à une digestion anaérobie mésophile
s’est montrée plus longue dans une étude menée à l’échelle de la ferme,
comparativement aux essais menés en laboratoire où des souches de
microorganismes avaient été artificiellement ajoutées (Kearny et al., 1993b).
Par contre, dans une autre étude portant sur la digestion aérobie,
aucune différence n’a été constatée entre les études menées à l’échelle du
laboratoire ou de la ferme (Heinonen-Tanski et al., 1998). L’efficacité des
procédés de traitement diffère aussi en fonction du type de microorganisme.
En digestion anaérobie mésophile, le T90 de Streptococcus faecalis fut de 15
jours, comparativement à 10 jours pour E. cou et Salmonella (Kumar et al.,
1999). Par ailleurs, alors que le T90 de E. cou, Salmonella et Streptococcus
faecalis était respectivement de 0,4, 0,7 et 1 heure au cours d’une digestion
anaérobie à 53 °C, les spores de Clostridium perfringens ne furent pas
affectées (Olsen et Larsen, 1987).
L’analyse de la littérature témoigne du manque de données qui
permettrait de faire une analyse du risque relié aux épandages d’engrais de
ferme dans les cultures maraîchères. Cette lacune est particulièrement
évidente en ce qui a trait à l’utilisation du lisier de porcs. Les prochaines
pages présenteront trois études qui ont été menées dans le but de mieux
connaître le comportement des microorganismes potentiellement pathogènes
pour l’homme dans le lisier de porcs et dans le sol, dans une optique de
salubrité des légumes fertilisés avec cet intrant.
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RÉSUMÉ
Les microorganismes pathogènes des fumiers représentent un risque
potentiel pour la santé humaine et animale. Peu de données décrivant le
contenu microbiologique du lisier de porcs destiné à l’épandage sont
disponibles dans la littérature scientifique. L’objectif de cette étude était de
vérifier la présence et estimer la persistance de E. cou, Salmonella spp.,
Yersïnia enterocolitica et Ctyptosporidium spp. dans le lisier de porcs
provenant de fosses d’entreposage sous des conditions typiques de la
production commerciale du porc au Québec. Le contenu en E. cou du lisier
de porcs échantillonné lors de la période d’épandage variait entre O et 5.52
10g CFU/g. avec un intervalle de confiance au niveau 95% de 3.16 à 4.23 log
CFU/g. Salmonella spp., Yersinia enterocolitica et Cryptosporidium spp. ont
été détectés dans 37, 9 et 3 % des échantillons respectivement. Dans les
conditions de cette étude, le nombre de jours prédit pour obtenir une
diminution de 90% des populations de E. cou variait entre 15 et 26 jours, alors
que la durée prédite pour atteindre des niveaux non-détectables fut estimée à
54 à 114 jours. La persistance maximale de Salmonella spp. observée au
cours de cette étude fut de 88 jours. Un délai d’entreposage de 73 jours fut
insuffisant pour éliminer Yersinia enterocolitica.




Pathogenic microorganisms in manure represents a potential hazard to
human and animal. Few data describing the microbiological content of liquid
hog manure intended for spreading are available in the scientific literature.
The objective of this study was to verify the presence and estimate the
persistence of Escherïchïa coI Salmonella spp., Yersinia enterocolitica and
Ctyptosporidium spp. in liquid hog manure from storages under conditions
typical of commercial swine production in Québec. E. cou content cf liquid hog
manure taken during the spreading pericd in the 32 hog operations varied
between O and 5.52 10g10 CFU/g with a 95% confidence interval cf 3.16-4.23
lOgio CFU/g. Salmonella spp., Yersinia enterocolitica and C,yptosporidium
spp. were detected in 37, 9 and 3 percent samples respectively. Under the
conditions cf this experiment, the predicted number cf days required to cbtain
a 90% reducticn cf E. cou populations varied between 15-26 days, while the
predicted storage period necessary te reach undetectable levels was 54-114
days. The maximal persistence of Salmonella cbserved in this study was 88
days. A 73 days storage time was insufficient for the elimination cf Yersinia
enterocolitica.
Keywords: liquid hcg manure, pathogens survival, storage.
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INTRODUCTION
The presence of pathogenic microorganisms in Iiquid hog manure
sprayed on land represents a potential health hazard to humans and grazing
animais. The Commission of the European Communities (CEC) stated that
manure should be stored for a minimum of 60 days before spraying on land
(Kelly, 1978), especially in the summer on grazing land, and stored a
minimum of 90 days in winter before land application (CEC, 1981). Jones
(1980) recommended that manure be stored for one month, followed by a
one-month waiting period after manure spreading during which pasture
should flot be grazed in order to reduce the risk of spreading Salmonella via
slurry. According to Guan and Holley (2003), holding manure at 25°C for 90
days wiii render it free from major pathogens. Some authors stated that in
tield conditions, T90 values (the delay required to obtain a 90% reduction of
microorganisms) may be used to predict the storage time required to obtain
an acceptable reduction of bacteriai counts during the batch storage of farm
slurry prior to spraying it on land (Kearny et al., 1993; Munch et al., 1987).
Ihe greater the number of microorganisms present in slurry at the beginning
of storage period the longer will be the time to reach undetectabie levels
(Strauch and Bailarini, 1994).
The decline of pathogenic and indicator microorganisms in stored
liquid manure is highly influenced by the temperature, the die-off rate being
higher at high temperature (15-37 ° C) than at low temperature (4-10 °C)
(Ajariyakitajorn et aI., 1997; Kearny et al., 1993; Munch et aI., 1987).
Therefore, local meteorological conditions must be taken into account if one
wants to evaluate the fate of microorganisms during storage in a particular
geographical area.
There are very few data concerning the indicator and pathogenic
microorganisms content of liquid hog manure in outdoor storage structures in
3$
Québec. Also, no data is available concerning the decline of those
microorganisms under the climatic conditions encountered in this province. E.
cou is an efficient fecal contamination indicator in the environment (Toranzos
et aI., 2002). It has been consistently used to evaluate the fate of indicator
and pathogenic microorganisms in stored manure and the decontaminating
effectofslurrytreatment(Munch etal., 1987; Himathongkham etal., 1999).
The objective of this project was to verify the presence and evaluate
the survival of Escherichia colt Salmonella spp., Yersinia enterocolitïca and
Cryptosporidium spp. in Iiquid hog manure from storages under conditions
typical of commercial swine production in Québec.
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MATERIALS AND METHODS
Sampling. Liquid hog manure samples were obtained from a
convenient sampling of 32 finishing hog operations located in the Lanaudière
and Montérégie regions of Québec. In each tank, nine slurry samples were
taken directly in storage structures at three different places and at three
depths at each sampling site (bottom, middle, and surface of the tank). Those
9 samples were mixed to form a composite sample representing each tank.
One mixed sample was analyzed from each farm. Temperature and pH of the
composite sample were recorded. Sampling was done in spring and faN,
during spreading period. The number of sampled farms was 14 in spring
(April 3Oth-May l5th) and 18 in autumn (August 28th-September 27th).
Storage tanks sampled in the spring represented the liquid hog manure
produced in the farm in the previous 7-9 months, while samples taken in
September represented the manure from the previous 3-4 months. Tanks in
spring were different from those in autumn.
Also, liquid hog manure samples were taken once a week in six
additional closed outdoor storage structures on commercial farms located in
the same geographical area in order to evaluate the impact 0f storage on
indicator and pathogenic microorganisms. No fresh manure was added to
those tanks during sampling period. Temperature and pH of the composite
samples were recorded. Sampling began on mid-April and Iasted for 5 to 9
weeks. Tanks 1, 2, 3 and 4 did not receive fresh manure from April
14th while
the feeding of tanks 5 and 6 stopped respectively on match 3 and match 17.
The sampling period was as follow: april 14 to June 25 in tanks 1, 5 and 6;
April 14 to June 16 in tank 2; and April 22 to May 19 in tanks 3 and 4.
Therefore, sampling began a few hours after last addition of fresh manure in
tanks 1 and 2. The delay between last addition of fresh manure and the
beginning of sampling was 8 days in tanks 3 and 4, 42 days in tank 5 and 28
days in tank 6.
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Sampling instruments were changed or washed and disinfected with
70% ethanol between each tank to avoid cross contamination. Ail samples
were transported to the laboratory at 4°C and analyzed within 48 h following
collection.
Microbiological analysis. E. ccli quantification was done by the use
of Petrifiim E. ccli I coliforms Count Plate (3M Microbiology Products, St.
Paul, Minn.) according to manufacturer’s instructions with serial phosphate
buffered saline dilutions. Each sample was analyzed in one replicate with 6
dilutions (10.1 to 106). After 48 h of incubation, typical colonies were
considered as E. ccli.
Salmonella was detected by incubating 25 g of the samples in 225 ml
of nutrient broth (Difco laboratories, Detroit, Mich.) overnight at 37°C.
Following this pre-enrichment step, one ml of nutrient broth was incubated
into 9 ml of Tetrathionate Brilliant Green broth (BBL Microbiology Systems,
Cockeysville, Md) overnight at 37°C. One loopful of the TBG culture was
inoculated onto a Brilliant Green Suifa agar (Difco) containing 20 pglml of
novobiocine (Sigma chemicals Co., St. Louis, Mo.) and incubated for 24 to 48
hours at 37°C. Typical colonies were tested biochemically (triple sugar iron
and Christensen’s urea media hydrolysis) and identification was contirmed by
API processing (Biomerieux, Ville St-Laurent, Quebec).
Recovery of Y. enterocolitica was done by a cold enrichment
technique. One gram of sample was put in 9 ml of phosphate-buffered saline
and kept at 4°C for three weeks. Samples were inoculated on Yersinia agar
base (cefsulodin-irgasan-novobiocin agar, Oxoid) and incubated at 28°C for
24 to 48 h in an aerobic atmosphere. Typical colonies were inoculated on
triple sugar iron and Christensen’s urea media (Difco) and incubated at 28°C
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for presumptive identification. Isolates were further biochemicaily analyzed
using the API 20E (BioMérieux Vitek Inc., Hazelwood, Mo).
The presence of Ciyptosporidium was verified using microscopic
observation (Price, 1994) and PCR. For the detection by PCR, 10 g of sample
were diiuted with 40 ml of dispersing solution (50 mM Tris, 0.5% Tween 80),
mixed at 150 rpm 15 minutes and incubated in ultrasonic bath (Branson,
Dandury, USA) for 1 5 minutes. The mix was filtered on sterile gauze. Oocysts
in the filtrate were concentrated by immunocapture using commercial
Dynabeads (Dynal, Oslo, Norway) according to manufacturers instructions.
DNA from purified oocysts was released by five cycles of freezing-thawing
foflowed by proteinase K digestion in 50 mM Tris lmM EDTA pH 8 containing
0.2% SDS. Total genomic DNA was extracted using the DNeasy tissue kit
(Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) according to manufacturer’s
instructions. COWP (Cîyptosporidium oocyst wall protein) gene was amplified
in standard PCR reaction containing 2.5 units of Hotstartlaq DNA
polymerase and 30 pmoles of CRY-1 5 (5’-GTAGATAATGGAAGAGATTGTG-
3’) and CRY-9 (5’-GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG-3’) primers
(Invitrogene, Burlington, Ontario, Canada). The PCR reaction was carried out
in a thermocycler Uno Il (Biometra). The templates were subjected to one
cycle of 15 minutes at 95°C and 30 amplification cycles (94°C for 50 s; 55°C
for 30 s; 72°C for 50 s) followed by one cycle of 10 min at 72°C. Each
amplification reaction included a negative control, which contained ail
reagents except target DNA, and a positive control (purified Cryptosporidium
parvum oocysts from Waterborne inc., New Orleans, LA). Amplified DNA
products were resolved by conventional electrophoresis through horizontal
1.5% agarose gels at 100 V. Ihe results were visualized over a UV
transilluminator.
Statistical analyses. Confidence interval at 95% level was established
for the E cou content (10g CFU/g) 0f liquid hog manure. When the bacterium
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was flot detected, a value of 1.0 CFU/g was assigned for calculation of the
confidence interval.
Comparisons were made between the microbiological content of liquid
hog manure sampled in spring and autumn. Statistically significant differences
(P < 0.05) were established by subjecting data to a one-way analysis of
variance (ANOVA) with SAS System © software.
E. cou die-off in stored liquid hog manure was described assuming
first-order kinetics (Crane and Moore, 1986). Die-off rate was calculated from:
In (NI N0) -kt
Where:
N t = E. cou content at time t (CFU g of sou)
N = E. cou content at time O (CFU g of sou)
k = first-order or die-off rate constant
t = time (days)
which can also be expressed in the form:
In N = -kt + In N0




Microbiological content of Iiquïd hog manure. E. cou content of
Iiquid hog manure taken during the spreading petiod in the 32 hog operations
varied between < 1 and 5.52 1og10 CFU/g with a 95% confidence interval of
3.16-4.23 logio CFU/g. Salmonella was detected in 12 out 0f 32 (37.5%)
samples of liquid hog manure, of which 6 were found positive in samples
taken in spring (n=14) and 6 in fail (n=18). Three samples of liquid hog
manure were positive to Y. enterocolitica (two samples taken in spring and
one taken in winter) and Ctyptosporidium spp. was detected in only one
sample. The E. cou, Salmonella, Y. enterocolitica and Cryptosporïdium
content of Iiquid hog manure did flot significantly differ between spring and
autumn samples.
Impact of storage on E. cou and Salmonella. Temperature of liquid
hog manure in the six closed slurry tanks varied between 3 and 9°C during
the mid-April to mid-May period. It reached 11 to 16°C from mid-May to the
end of June. The range of pH cf stored liquid hog manure was between 7.5
and 8.0 during the experimental period.
The initial E. cou concentrations in tanks 1, 2, 3, and 4 were
respectively 4.5, 4.6, 3.2, and 2.9 10910 CFU/g. Regression analysis indicates
a tirst order inactivation rate, resulting in a linear reTationship between time
and In E. cou populations in tanks 1-4. Ihe regression equations, the
associated R2 values and the derived T90 and T9999 (time required for 90 and
99.99% reduction cf E. cou populations) are presented in table 3.1. Under the
conditions of this experiment, the predicted number cf days required to obtain
a 90% reduction of E. cou populations varied between 15-26 days, while the
predicted storage period necessary to reach undetectable levels was 54-1 14
days. tt was not possible to calculate 190 and 19999 in tanks 5 and 6 due to the
initial 10w E. cou counts observed in those tanks. Those 10w counts can be
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related to the fact that those 2 tanks did flot receive fresh manure since
march, compared to tanks 1-4 where the feeding stopped in april. In tank 5, E.
col! counts were below the detection Timit cf 10 CFU/g from may 27th (after 88
days cf storage), while undetectable levels cf E. cou were observed at each
sampling date (28 days and more cf storage) in tank 6.
The maximal persistence cf Salmonella observed during the
experiment was 88 days in tank 5 (Table 3.2a). Salmonella was still detected
after the storage time of 35 days in tanks 3 and 4 (Figure 3.1). Y.
enterocol!t!ca was intermittently detected in liquid swine manure storages
(Figure 3.1 and Table 3.2), probably because low levels cf this bacteria were
present in stored manure. Nevertheless, results shcwed that a 72 (Figure
3.la) and 73 days (Table 3.2a) storage period was insufficient for non
detection cf Y. enterocolitica. lt was not possible to evaluate the persistence
cf C,yptosporid!um during storage because this parasite was flot detected in
the six closed tanks.
The objective cf this project was te verify the presence and evaluate
the survival of Escher!chia coI Salmonella spp., Yersinia enterocol!t!ca and
Cryptospor!d!um spp. in liquid hog manure from storages under conditions
typical of commercial swine production in Québec. We were particularly
interested in studying the fate of E. cou as an indicator microorganism to
evaluate the persistence cf pathogenic enterobacteria.
E. col! counts in Iiquid hog manure were highly variable and this fact
influenced the delay required to reach undetectable levels of this indicator
bacteria during storage. Under the conditions of our experiment, 15-26 days
were necessary te achieve a 90% reduction of E. col! populations in stored
liquid hog manure at ambient temperature (temperature cf slurry cf 3-16°C).
Munch et al. (1987) obtained a longer T90 of 37 days for E. cou in pig slurry,
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which could be explained by slightly colder avetage temperatures of 6-9°C
du ring their study.
Estimated die-off rate (k) of E. cou in stored liquid hog manure varied
between 0.0896 and 0.1549 in the study reported here. Krieger et aI. (1976)
obtained a value of 0.277 for tecal coliforms survival in swine lagoon effluent.
Two variables could have lead to a faster die-off in this last experiment
compared to our results. First, the range of temperature was higher (23-
28°C). Also, persistence cf fecal coliforms and E.coli could be different since
E. cou is only one genus of the several genus that compose fecal coliforms.
It was not possible from data of tanks 3 and 4 to estimate the non
detection time for Salmonella, most probably because storage duration was
too short. The maximal persistence of Salmonella observed in our study was
88 days (tank 5). This is consistent with results obtained in Iaboratory
experiments. Jones (1976) found that Salmonella dublin survived in cattle
slurry for 132 days at 5 and 10°C, and for 57 days at 20°C. Ajariyakhajorn et
aI. (1997) observed that Salmonella anatum survived in swine slurry for 56
days at 4°C.
In this study, C,yptosporidïum was detected in only 1 out cf 32
samples. This is lower than the percentage observed by Flemming et al.
(1997), where twenty swine farrowing operations were visited three times.
Analysis showed that 75% of the swine farms with liquid manure storages
tested positive at least once. It could be interesting in the future to compare
the prevalence 0f Cryptosporidium in different operations since the study
reported here was done in growing-finishing hog operation.
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CONCLUSION
This research demonstrated that indicator and pathogenic
microorganisms can be present in liquid swine manure storages during
spreading period under conditions typical of commercial swine production in
Québec. A one month batch storage of liquid swine manure was sufficient to
obtain an important reduction (90%) of E. cou populations prior to spraying it
on land. However, this storage time was too short to provide the elimination of
Safmonella a nU Y. enterocolitica.
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Table 3.1. Reduction rates of E. cou populations in stored liquid hog
manure under conditions typical of commercial swine production in
Québec (regression ofthe In survivors on storage time).
Tank Regression equation R2 T90 T9999
(days) (days)
1 ln = - 0.0982 t + 10.88 0.9617 23 110
2 ln = - 0.0896 t + 10.23 0.8001 26 114
3 Int=-0.1062t+8.59 0.8909 22 81
4 1n1=-0.1549t+8.41 0.8739 15 54
* T90 = time required for 90% reduction of E. cou populations
* T9999 = time required for 99.99% reduction of E. cou populations
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Table 3.2 a. Microbïological content of stored Iiquid hog manure under
conditïons typical of commercial swine production in Québec (tank 5).
Date Storage time E. cou Salmonella Yersinia
(days) (CFU I g) spp. enterocolïtica
14/04 42 30 +
22104 50 <10 +
28104 56 20 +
12105 73 <10 +
19105 80 10






Table 3.2 b. Microbiological content of stored liquid hog manure under
conditions typical of commercial swine production in Québec . (tank 6)
Date Storage time E. cou Salmonella Yersinia
(days) (CFU I g) spp. enterocolitica
14104 28 <10 +
22104 36 <10 +
28/04 42 <10 +
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Figure 3.1. Escherichia cou content and temperature of Iïquïd hog
manure from storages. * Salmonella - positive sample X Yersïnia
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CHAPITRE 4
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RÉSUMÉ
Le lisier de porcs est couramment épandu au sol comme fertilisant des
cultures. Toutefois, cette pratique soulève des inquiétudes concernant la
salubrité des aliments, particulièrement lorsque le lisier est utilisé dans des
cultures de fruits et légumes. Les objectifs de ce projet étaient d’évaluer la
persistance de E. cou et Salmonella spp. dans le sol de surface suite à
l’application de lisier de porcs dans la culture du cornichon et de vérifier la
qualité microbiologique des produits récoltés. Les engrais minéraux ont été
remplacés par le lisier de porcs à différentes proportions pour la production
du cornichon dans une étude au champ de trois ans. Le dispositif
expérimental était en blocs complets aléatoires et comprenait quatre
répétitions sur un loam sableux (années 1, 2, et 3) et un sable loameux
(année 3). Des échantillons de sol ont été prélevés à une profondeur de 20
cm à toutes les deux semaines après l’application des fertilisants organiques
et inorganiques au mois de juin. Des échantillons de légumes ont également
été prélevés au moment des récoltes. Les échantillons de lisier de porcs, de
sol et de légumes (préalablement lavés ou non) ont été analysés pour vérifier
la présence de E. cou et Salmonella. Une décroissance exponentielle des
populations de E. cou fut observée dans le sol de surface suite à l’application
du lisier. Le délai moyen estimé pour atteindre des niveaux non-détectables
de E. cou dans le sol a été estimé à 56 à 70 jours dans le loam sableux, alors
qu’il a été évalué à 77 jours dans le sable loameux. La persistance maximale
de Salmonella spp. dans le sol fut de 54 jours. E. cou et Salmonella spp. n’ont
pas été détectés dans les échantillons de légumes.
Mots-clés: lisier de porcs, légumes, salubrité, Escherichïa col!, Salmonella.
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ABSTRACT
Liquid hog manure is routinely applied to the land as a crop fertilizer.
However, this practice taises food safety concerns, especially when manure
is used on fruit and vegetable crops. The objectives of this project were to
evaluate the persistence of E. cou and Salmonella in surface sou after
applying liquid hog manure on pickiing cucumbers fields and to verify the
microbiologicai quality of harvested products. Minerai fertilizers were replaced
by liquid hog manure at various ratios in the production of pickiing cucumbers
in a three year field study. The experimental design was a randomized
complete block comprising four repetitions on a sandy loam (years 1, 2 and 3)
and on a loamy sand (year 3). Sou samples were taken at a depth of 20 cm at
every two weeks after a June application of organic and inorganic fertilizers.
Vegetable samples were also taken at harvest time. Liquid hog manure, sou
and vegetable (washed and unwashed) samples were anaiyzed to detect
Salmonella and Escherichia cou. An exponential dectease cf Escherichia cou
populations was observed in surface sou after the application of manure. The
estimated average time required to reach undetectable levels of E. cou in
sandy loam varied from 56 to 70 days while the absence of E. cou was
estimated at 77 days in loamy sand. The maximal Salmonefia persistence in
sou was 54 days. E. cou and Salmonella were not detected in any vegetables
samples.




Land application is an economic means to dispose of liquid hog
manure and to recycle plant nutrients. This practice has been shown to
increase yields of cereals, legumes, oilseeds, pastures and vegetables
(Choudhary et al., 1996). However, it taises questions concerning food safety.
In Canada, human illness outbreaks associated with the consumption
of contaminated fruits and vegetables have been repotted in the past few
years (SewelI and Farber, 2001). Some outbreaks or infections have been
associated with the direct or indirect contamination of the product with animal
manure (Chapman et al., 1997; Cieslak et al., 1993). There is thus a need to
obtain data on the persistence of pathogens in manure-fertilized soils to better
evaluate the risk of vegetable contamination.
The survival of indicator and pathogenic microorganisms in the soil
and sediments has been the subject of many laboratory experiments using
microcosms (Bogosonian et al., 1996; Jiang et al., 2002; Lejeune et al.,
2001). These studies provided some understanding of survival mechanisms,
but the results are difficult to extrapolate to field conditions. Natvig et al.
(2002) used beds of bovine manure-ferti!ized soils maintained in controlled
environmental chambers to evaluate Salmonella and Escherichia cou survival
in soil after bovine manure application as well as contamination of vegetables.
Field experiments were also conducted in order to verify, for example, the
persistence of Salmonella on pasture (Findlay, 1972) and hay meadow
(Trevisan et al., 2002). However, littie data is available to estimate survival of
pathogens and indicator microorganisms in vegetable production systems
under fleld conditions.
The aims ot this project were to evaluate the persistence of
Escherïchia cou and Salmonella in surface soil under field conditions in the
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production of pickiing cucumbers and to evaluate vegetabie microbiologicai
contamination after the application of iiquid hog manure.
MATERIALS AND METHODS
Characterïstics of the experimental site. The experiment was
conducted at an experimental farm iocated at l’Assomption, 40 km from
Montreai (Québec). Sou pH of the experimental area was determined on 1:1
soil water suspension. Organic carbon was extracted by the Waikiey Black
wet oxidation technique and availabie phosphorus and potassium by the
mehlich lil-extractabie elements technique. Sou characteristics are described
in Table 4.1. The daiiy total precipitation and average high and low
temperatures for the second and third years of the experiment are ptesented
in Figure 4.1.
Experïmental design. Minerai fertiiizers (ME) were replaced by iiquid
hog manure (LHM) at different ratios for the production of pickiing cucumbers
(Cucumis sativus L., Pik Rite). Four fertilization methods were evaiuated in
1998 and 1999 on a sandy loam. In treatments 115 MF and 115 LHM, au the
nitrogen (115 kg/ha) was appiied before seediings. in treatment 115 MF,
nitrogen was appiied as minerai fertiiizers. In treatment 115 LHM, it was
appiied as liquid hog manure. In treatments 3 and 4, nitrogen was applied in
two ways. Eighty kg/ha were applied before seediings, as MF in treatment 85
ME + 30 MF, and as LHM in treatment 85 LHM + 30 ME. In both these
treatments, 30 kg/ha were applied at mid-growth as ME.
in 2000, oniy treatments 85 ME + 30 ME and 85 LHM + 30 MF were
evaiuated. This was done on two sites, a sandy loam and a ioamy sand.
Fertiiizers were appiied according to sou anaiysis and followed the
recommendations of the Centre de Référence en Agriculture et
Agroalimentaire du Québec (CRAAQ, 2003). The quantity of LHM appiied
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was based on its nitrogen content and on crop requirements. The quantity cf
LHM needed to provide 115 kg/ha of nitrogen was 94 m3/ha in 1998, and 37
m3/ha in 1999. In 1998, 1999, and 2000, the quantity of LHM applied was
respectively 65, 25, and 27 m3/ha to provide a level of 80 kg/ha of nitrogen.
Phosphorus and potassium fertHization was adjusted to complement levels
provided by the LHM.
Organic and inorganic fertilizers were spread and incorporated at 20
cm in the sou on June 9th 17th and j4th in the first, second and third year of
the experiment respectively. Seedlings were done on June
22nd 18th and 15th
respectively for years 1, 2, and 3. Harvest extended from the beginning cf
August to mid September. The experimental design was a randomized
complete block with four repetitions. The distance between repetitions was
10 m and each plot was separated by 1 m. Plots were 4 m wide (4 rows) and
10 m long. Plants were seeded 10 cm apart on the row, in rows 1 m apart.
Fertilizers were applied at mid June and seedlings were done a few days
later. Harvest extended from the beginning of August to mid September.
Sampling. LHM sampling was done by taking fout 250-ml samples at
various times during spreading. These were mixed to form a composite
sample.
Composite samples composed of ten soil samples randomly taken
from each plot at a depth of 0-20 cm wete taken at five different periods:
before spreading and at 2, 4, 6 and 8 weeks after spreading. Sampling
instruments were washed and disinfected with 70% ethanol and plastic boots
were changed between each plot.
During harvest period, 2 samples cf 20 cucumbers were taken in each
plot with sterile gloves for microbiological analysis. AIl samples were kept at
4°C until the analysis, which was done less than 24 hours after sampling. One
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of the two samples was not washed before analysis. The other was washed
with sterile distilled water prior to analysis. Cucumbers were aseptically cut in
approximately 1 g pieces and mixed to form a composite sample for
bacteriological analysis.
Microbïological analysis. Escherichia cou quantification was done
according to manufacturer’s instructions by the use of Petrifilm E. cou /
coliforms count plate (3M Microbiology Products, St. Paul, Minn.) with serial
phosphate-buffered saline dilutions. After 48 h ot incubation, typical colonies
were cou nted as Escherichia col!.
An enrichment procedure was performed with 10-gram samples
incubated in 90 ml of Nutrient broth (NE) (Difco Laboratories, Sparks, Md.)
overnight at 37°C. One ml of the NB culture was added to 9 ml of
MacConkey broth (MACB) (BEL, Becton Dickinson Microbiology Systems,
Cockeysville, Maryland) and incubated overnight at 37°C. Ten pI 0f the
MACB culture were plated on MacConkey agar (Difco laboratories) and
incubated overnight at 37°C.
Salmonella was detected by incubating 25 g of the samples in 225 ml
of nutrient broth (Difco laboratories) overnight at 37°C. Following this pre
enrichment step, 1 ml of nutrient broth was transferred into 9 ml of
Tetrathionate Brilliant Green btoth (BBL) and incubated overnight at 37°C.
One loopful 0f the TBG culture was then inoculated onto a Brilliant Green
SuIfa agar (Difco laboratories) containing 20 pg/ml of novobiocin (Sigma
chemicals Go., St. Louis, Mo.) and incubated for 24 to 48 hours at 37°C.
Presumptive E. col! and Salmonella identification was confirmed by
further biochemical testing. The tests used were as follows: urea hydrolysis,
Simmons citrate, and triple sugar iron. Isolates not showing a characteristic
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profile were further biochemically analyzed using the API 20E (BioMérieux
Vitek Inc., Hazelwood, Mo).
To verify the genetic Iink between strains of Salmonella found n LHM
samples and sou, genetic characterization was done by pulsed field gel
electrophoresis (PFGE) using a protocol based on the method of Kaufmann
and Pitt (1994). Pure overnight cultures grown on blood agar were suspended
in 75 mM NaCI, 25 mM EDTA (pH 7.5) to an optical density of 1.5 at 625 nm.
Then, 500 pI of this suspension was mixed with 500 pI of 1.5% low-gelling
temperature agarose (Sigma) dissolved in sodium chloride -EDTA. The
mixture was kept at 56°C until it was put in the molds. After 10 min at 4°C,
the solidified plugs were transferred into 3.6 ml of 1% (wtlvol) N-lauryl
sarcosine, 0.5 M EDTA (pH 9.5) (lysis buffer). To this mixture, 0.4 ml of a 10
mg/ml solution of proteinase-K (Sigma) in 50 mM Tris, 1 mM CaCl2 (pH 8)
was added. Cell lysis was carried out for 20 h at 56°C in a water bath. On
the following day, the plugs were washed with 10 mM Tris, 10 mM EDTA (pH
7.5) and stored in this buffer. Before digestion of bacterial DNA, plugs were
pre-electrophoresed to improve the clarity of restriction patterns. Agarose
embedded DNA was digested with 20 U of restriction endonuclease XbaI.
Isolates showing no difference in their genetic profiles were submitted to
another DNA digestion with 20 U of Spel. Digestion was carried out at 37°C
for 24 hours. PFGE was performed using the Gene Navigator system
(Amersham pharmacia biotech) in a 1,2% high-gelling agarose (Sigma), Tris,
borate, EDTA 0.5X buffer gel in accordance with the manufacturer’s
instructions. The gel was run for 20 hours at 10°C at a constant voltage of
200 volts, using pulse times of 5 to 25 s with linear ramping and an electrical
field angle of 120°. The gels were stained with ethidium bromide, destained
in distilled water, and photographed on type 667 Polaroid instant sheet film
apparatus under UV illumination. Two lambda ladder PFGE markers (Bio
Rad Laboratories, Hercules, Calif.) were used on each gel.
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Data analysis. E. cou die-off in the sou after Iiquid hog manure
spreading was described assuming first-order kinetics (Crane and Moore,
1972; Reddy et al., 1981). Die-off rate was calculated using the following
equation:
1og10 (N I N o) - k t (Eq. 1)
Where:
N t = the E. cou content (CFUIg of sou) at time t
N = the initial E. cou content after LHM application (CFUIg of soil)
k = first-order coefficient for the net die-off rate of Escherichia cou (days t)
t = time (days)
Least squares linear regression analysis was performed using SAS
System © software. Rate constant k on base 10 logarithm form can be




Microbiological content of LHM. The E. cou content of the LHM
applied in the first year of the experiment was too low to be counted by direct
plating on petrifilms and bacteria were recovered only after enrichment
procedures. In the second and third years, 5.43 and 6.11 10910 CFU/g were
respectively recovered. Salmonella was detected only in LHM used in the last
year of experiment.
Escherichia cou. During the first year of the experiment, E. cou and
Salmonella were not detected in sou samples taken before the application cf
organic and inorganic fertilizers and at 2, 4, 6, and 8 weeks after spreading.
In the second and third years, E. cou was not detected in sou before
the application of organic and inorganic fertilizers. A linear decrease of 10g E.
cou populations was observed in the sou after LHM application (R2 = 0.90 -
0.99 in the sandy loam, and 0.82 in the Ioamy sand) (Figure 4.2). After the
application of LHM containing 5.43 10g CFU/g (year 2, sandy loam), the
average E. cou sou content at harvest time (around 8 weeks after spreading)
was 1.87 and 1.70 logio CFU/g in treatments 115 LHM and 80 LHM + 35 MF
respectively. The E. cou content cf LHM used on year 3 was 6.11 10g CFU/g.
At harvest time, the average E. cou sou content was 1.87 10g CFU/g in the
sandy loam and 2.12 10g CFU/g in the loamy sand.
Field data were used to estimate first-order die-off rate of E. cou in the
surface sou. Those results allowed us to predict the number 0f days required
to reach O levels of E. cou in the sou under the conditions of our experiment.
Estimated determination coefficient (R2), initial E. cou content (No), die-off rate
(k), predicted number of days required to obtain E. cou populations equal to
zero, and respective confidence intervals (o = 0.10) are presented in Table
4.2. Estimated k value ranged from 0.049 to 0.063 d 1in the sandy loam and
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was 0.038 U 1 in the loamy sand. The predicted number of days required to
reach O E. cou in the sou varied from 56 to 70 in the sandy loam and was
estimated at 77 days in the loamy sand. inevitabie field variations Iead to
relatively large confidence intervais.
E. cou was detected in two plots which had received only minerai
fertilizers in the last yeat of the experiment. One instance was in the Joamy
sand 14 days after fertilization (repetition 2; 50 CFU/g), and the other in the
sandy loam 27 days after spreading (repetition 2; 200 CFU/g). Undetectabie
leveis were observed in ail other plots which had received only minerai
fertilizers (treatments 115 MF and 80 MF + 35 MF).
Salmonella. AIl sampies of LHM, sou and vegetables were free cf
Salmonella in the first two years of the experiment. In the third year, this
bacterium was detected in liquid hog manure and in sou samples.
in the sandy loam, Salmonella was detected in the sou 14 days after
application cf LHM (3 repetitions eut cf 4) and 27 days atter application (2
repetitions out cf 4). The bacterium was aise tound in the loamy sand 14, 27,
40, and 54 days after application but net in ail repetitions (Figure 4.3). One
additional sample was taken in the plot that was found positive to Salmonella
at day 54 after application, but the bacteria was net recovered 68 days after
application. Surprisingly, Salmonella was found in two plots that received only
minerai fertilizers (treatment 80 MF + 35 MF) in the loamy sand 14 days after
fertilization (second repetition), and in the sandy loam 27 days after
fertilization (second repetition). However, it should be underlined that E. cou
was also detected in the same samples. Salmonella was net detected on any
vegetable sample.
Digestion with XbaI and Spel restriction enzymes reveaied identicai
PFGE profiles for the isolates of Salmonella found in LHM and manure
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fertilized soit samples (Figure 4.3). Also, aIl isolates belonged to the serotype
Salmonella Infantis. Salmonella profiles found in inorganic-fertilized plots
were the same as those in LHM.
DISCUSSION
E. cou and Salmonella were flot detected on pickling cucumbers after
the June application of LHM under the conditions of this experiment.
However, those bacteria have been found in the sou at harvest time (2
months after application) in some repetitions. Even if E. cou and Salmonella
were not detected on products, their presence in the soit at harvest time
represents a potential hazard since sou particles can contaminate products.
E. cou populations in soit were reduced by more than 2.5 10g and 1 .78
10g CFU/g within eight weeks after LHM spreading in the sandy loam and the
loamy sand respectively. Experimental results are difficult to compare with
other studies because cf the variability of the experimental conditions among
published experiments (type cf soit or manure, inoculum, laboratory or field
experiment). Accord ing to Natvig et aI. (2002), decrease cf E. cou in soit beds
was Iess pronounced after the application of bovine manure in a loamy sand
in June. In their experiment, the E. cou soil content dropped from 5 10g CFU/g
to 3.4 10g CFU/g within eight weeks. It is Iikely that factors such as humidity
and soit microbial activity affected resuits and explained the higher
persistence cf E. cou in soit beds.
Estimated k value ranged from 0.063 te 0.049 d 1in the sandy loam
and it was 0.038 U 1in the loamy sand. According to Trevisan et aI. (2002),
the fecal bacteria decay was estimated at 0,075 in a silty sand under
controlled conditions, which is slightly faster than our resuits.
66
The average predicted numbet 0f days required to reach undetectable
levels of E. cou in the sou varied from 56 to 70 in the sandy loam and was
estimated at 77 days in the loamy sand. Values in the same order of
magnitude have been reported in the literature in laboratory experiments. For
example, Escherichïa cou K-12 strain added to the sou rapidly declined from
9.5 Iog CFU/g to undetectable levels in 65 days at 2000 (Bogosonian et al.,
1996). Cools et al. (2001) demonstrated that E. cou can survive in sou which
has received fresh pig manure containing 2 x 106 CFU/g over periods of 68-
80 days.
It us interesting to note that using the same treatment (80 LHM + 35
MF) and similar sou type (sandy loam), a faster E. cou decline was observed
in year 3 (k=0.063) compared to year 2 (k=0.056). The average delay
required to E. cou extinction was then lower in year 3, even though the E. cou
content of applied LHM was higher. Those results could be explained by
climatic conditions encountered during the experiment. In the last year ot the
experiment, cumulative precipitation for the June-September period was 286
mm, while it was 405 mm in the second year of the experiment (Figures lb
and lc). It us recognized that moisture us a major factor determining bacterial
survival. Greater survival us often associated with moist soils and rainfall is a
factorthatfavors E. colisurvival (000ls etal., 2001; Guan and Holley, 2003).
Salmonella was also stiil present in one plot at the beginning of
harvest time in the Iast year of the experiment, with a maximal persistence of
54 days in the Ioamy sand and 27 days in the sandy loam. tn two experiment
conducted in sou beds, Salmonella persistence was estimated at 6 (Tannock
and Smith, 1972) and 14 weeks (Natvig et al., 2002) after the application of
inoculated sheep and bovine manure respectively. In a field experiment,
Salmonella was isolated up to 14 days in agricultural surface sous after the
spreading ofcontaminated pig slurry (crop not specified) (Baloda etal., 2001).
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Salmonella was tound in two plots that received only minerai
fertilizers. It shouid be noted that experimental fields were flot accessible to
humans during the investigation and that precautions were taken to avoid
sous cross contamination during the sampling period. However, small
mammals and birds had access to fields during the experiment and could
have transported microorganisms from one plot to another.
Pickling cucumbers were selected in this experiment because they are
a fast-growing crop, the delay between seedlings and the beginning of
harvest time being around forty days. The E. col! count in the manure used in
the last year of the experiment was among the highest we observed in stored
liquid hog manure in Québec (unpublished data), representing a worst-case
situation. The application of manure containing high levels of indicator and
pathogenic microorganisms a few days before seedlings can then lead to the
presence of those microorganisms in the sou at harvest time. Field conditions
lead to variations in the persistence of indicator and pathogenic
microorganisms in the sou. In this experiment, the overali predicted number of
days required to reach undetectable levels of E. cou (c 0.10) varied between
37 and 97 in the sandy loam (3 years of data) and 50 to 124 days in the
loamy sand (1 year of data). However, no indicator and pathogenic
microorganisms were detected on harvested vegetables. A delay of 100 days
between manure application and harvest would then appear to be a safe
practice on a sandy loam in Québec. Nevertheless, more data are needed to
determine a safe delay between LHM application and harvest in other sou
types.
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Table 4.1. Sou characteristics of the experimental flelds for the
production of pickling cucumber.
Year
1 2 3
Soulange St-Dam asse Soulange Lachute
sandy loam sandy loam sandy Ioam Ioamy sand
PH 6,2 6,0 6,5 6,7
Organic matter (%) 2,6 2,4 2,5 2,4
Phosphorus (kg h&1) 376 357 219 359
Potassium (kg ha1) 236 193 175 118
Table 4.2. Values of regression coefficients for the evaluation of E. cou
decline in plots fertilized with liquid hog manure, assuming first-order
kinetics fa = 0,10).
Year Treatment Sou type * R2 Iog N0 k
** for N = O
2 115 L Sandy loam 0.90 4.47 [3.70.5.24] 0.049 [0.031.0.068] 70 [51.97]
2 80 L + 35 E Sandy loam 0.99 4.65 [3.71.5.58] 0.056 [0.034.0,079] 65 [44.92]
3 80 L + 35 E Sandy loam 0.82 4.51 [3.61 ..5.42] 0.063 [0.038.0.087] 56 [37.82]
3 80 L ÷ 35 E Loamy sand 0.94 3.93 [3.16.4.70] 0.038 [0.017.0.060] 77 [50.124]
* R2 was calculated using mean data points
** Estimated number of days required to reach O E. cou in the surface sou.
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FIGURES
Figure 4.1. Daily total precipitation and average Iow and high
temperature for the second (Figure la) and third year (b) of experiment
for the evaluation of E. cou and Salmonella persistence in the
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Figure 4.2. Escherichia cou populations in the sou for treatments 115
LHM (figure 4.2a) and 80 LHM + 35 MF (Figure 4.2b) in the second year
of the experiment; and for treatment 80 LHM + 35 ME on a sandy loam
(Figure 4.2c) and on a Ioamy sand (figure 4.2d) in the third year of the
experiment. Each point represents mean of four samples; errors bars
indicate ± standard deviation. Log was calculated from CFU + 10 for
calculation of the mean and standard deviation. Therefore, a value of 1.0
log CFUIg represents no E. cou detected.
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Figure 4.3. Genetic profiles of Salmonella ïsolates (restriction enzyme
Spel) found in Iiquid hog manure and in sou after liquid hog manure
spreading in the production of pickiing cucumber.
Isolate Sample Time after Treatment Repetition
spreading (days)
1 - 2 Liguid hog manure
3 —4 Sou (sandy loam) 14 60 LHM + 35 MF 1
5 —6 Soi! (sandy loam) 14 80 LHM + 35 MF 3
7— 8 Sou (sandy loam) 14 80 LHM + 35 MF 4
9—10 Sou (Ioamy sand) 14 80 MF + 35 MF 2
11 -12 Soi! (loamy sand) 14 80 LHM + 35 MF 2
13 Sou (Ioamy sand) 14 80 LHM + 35 MF 4
14 Control
15 - 16 Liguid hog manure
17 Control
18- 19 Liguid hog manure
20 -21 Soi! (sandy loam) 27 8OLHM + 35 MF 1
22 - 23 Soi! (sandy loam) 27 80 MF + 35 ME 2
24 - 25 Sou (sandy loam) 27 8OLHM + 35 MF 3
26 - 27 Soi! (Ioamy sand) 27 8OLHM + 35 ME 2
28 - 29 Soi! (Ioamy sand) 27 8OLHM + 35 ME 4
30 Control
31— 32 - 35 Sou (!oamy sand) 40 8OLHM + 35 ME 3
33 - 34 Soi! (Ioamy sand) 40 8OLHM + 35 MF 2
36 - 39 Sou (Ioamy sand) 54 8OLHM + 35 ME 1
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RÉSUMÉ
L’objectif de ce projet était d’évaluer l’efficacité d’un traitement
anaérobie à basse température à réduire les populations viables de
microorganismes indicateurs (E. col! et coliformes totaux) et la présence de
microorganismes pathogènes spécifiques (Salmonella, Yersinia
enterocolitica, Ciyptosporidium et Giardia) dans des lots de lisiers de porcs
de différentes origines. L’étude a été conduite dans des bioréacteurs à
alimentation séquentielle d’un volume de 40 litres. Les résultats indiquent que
la digestion anaérobie du lisier de porcs à 20°C pendant 20 jours: 1) a réduit
les populations de coliformes présentes dans le lisier de 97.94 à 100%; 2) a
réduit les populations de E. col! présentes dans le lisier de 99.67 à 100%; 3) a
permis d’atteindre des niveaux non-détectables de souches indigènes de
Salmonella, Cryptosporidium et Giardia. Elle peut être considérée comme
une méthode prometteuse pour réduire les populations de microorganismes
indicateurs et pathogènes présentes dans le lisier de porcs.
Mots-clés: lisier de porcs, digestion anaérobie, microorganismes pathogènes.
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ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the efficiency of a low
temperature anaerobic treatment to reduce viable populations of indicator
microorganisms (total coliforms, Escherichia col,) and the presence of
selected pathogens (Salmonella, Yersinia enterncolltica, Crytosporidium and
Giardia) in swine slurries from different sources. Experiments were carried
out in 40-L Sequencing Batch Reactors (SBRs). Experimental resuits
indicated that anaerobic digestion of swine manure slurry at 20°C for 20 days
in an intermittently fed SBR: 1) reduced indigenous populations 0f total
coliforms by 97.94 to 100%; 2) reduced indigenous populations of Escherichia
cou by 99.67 to 1 00%; 3) resulted in undetectable levels of indigenous strains
of Salmonella, Ciyptosporidium, and Giardia. It can be considered as a
promising method for reducing indigenous indicator and pathogenic
microorganisms populations in liquid swine manure siurries.
Key words: swine slurry, anaerobic treatment, pathogens.
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INTRODUCTION
Canada is one of the most important pork producing countries in the
world. Over the past 20 years, the swine industry has evolved from a
diversified to a specialized and intensified production system. It has grown
more than 400% since 1982 (CCP, 2001). Rapid growth has leU to difficulties
in the management of swine manure, resulting in serious environmental
concerns. Environmental problems related to manure management include
air, water and sou pollution and health hazards caused by the presence of
zoonotic pathogens in the manure. Major pathogens include Salmonella, Y.
enterocolitica, Clyptosporidium and Giardia (Guan and Holley, 2003). There
is an urgent need for cost-effective biotechnologies to address the above
environmental issues.
Anaerobic digestion may be defined as the engineered methanogenic
anaerobic decomposition of organic matter. It involves different species of
anaerobic microorganisms that degrade organic matter. Non-methanogenic
populations depolymerize organic polymers and ferment them to acetate,
hydrogen, and carbon dioxide. Methanogenic bacteria convert those by
products to methane (Chynoweth et aI., 1999). Massé et aI. (1996; 1997a;
1997b) evaluated the feasibility of using psychrophilic anaerobic digestion
(PAD) at 20 in non-mixed and intermittently fed Sequencing Batch
Reactors (SBR5) to stabilize and deodorize swine manure slurry while
recovering biogas for energy. Experimental resuits indicated that PAD of
swine manure slurry in SERs was technically feasible to stabilize and
deodorize swine manure slurry. It produced high quality biogas and provided
excellent settling conditions to retain high concentrations of anaerobic
bacteria in the system.
Few studies have been carried out to assess the efficiency of
anaerobic digestion to remove pathogens from organic wastes. Bendixen
$2
(1994) indicated that thermophilic temperature destroyed pathogens, while
mesophilic temperature had no effect on reduction cf pathogens. Kumar et
al. (1999) investïgated the survival of some pathogens in anaerobic batch
reactors. E. cou and Salmonella survived up to 20 and 10 days at
temperatures of 20 and 35 °C respectively. Duarte et al. (1992) have been
successful in using anaerobic digestion at 37 and 54.9°C to remove
Salmonella, Streptococcï and colitorms from swine slurry. Kearny et al.
(1 993) investigated the efficiency of full scale AD reactor operated at 28 °C to
remove pathogenic bacteria. E. colt Salmonella Typhimurium, Y.
enterocoiltica, Listeria monocytogenes and Campylobacter jejuni were only
partially removed during the treatment period. There is minimal information
published on the efficiency of Iow temperature anaerobic process (15 —20 °C)
to remove pathogens, especially Ciyptosporidium and Giardia, in swine
slurries from different sources differing in their microbiological and physico
chemical properties.
Therefore the objective of this study was to evaluate the efficiency of
the psychrophilic anaerobic digestion process in a sequencing batch reactor
to reduce viable populations of indicator microorganisms (total coliforms, E.
cou) and indigenous pathogens (Salmonella, Y. enterocolitica, Crytosporidium
and Giardia) in swine slurries from different sources.
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EXPERIMENTAL PROCEDURE
Experïmental conditions. A schematic of the bench scale SBR used
in this study is presented in figure 5.1. Four 42 L plexiglas digesters were
located in a temperature controlled room (20°C). The sludge volume at the
beginning of a cycle was 21 L. SBRs were mixed 5 minutes every morning by
recirculating the biogas. Wet tip gas meters were used to measure the daily
biogas production.
Fresh manure siurries were obtained from manure transfer tanks and
long term storages located on commercial growing-finishing, nursery and
maternity hog operations. The samples of manure collected on commercial
farms were sent to the Agriculture and Agri—food Canada Laboratory in
Lennoxville (Québec, Canada) and used to teed to the laboratory scale
digestors within 48 hours period.
The cycle time is defined by:
t tf + t + tsd
where t represent the total treatment cycle time, tf represent the duration of
the feed period, t represents the duration of the react period and tsd the
duration of the settle and draw periods. Final reaction and settling occurred
at the end of the react period. Draw times were less than one-half hour. Feed
and react period length of 2 weeks each (total treatment cycle length of 4
weeks) had been used in this study.
Organic loading rates are based on the amount of COD feU to the






where Lsf is Ioading rate based on initial siudge volume and feed time: Vf is
the volume of feed; C is the COD concentration in the feed: Vs is the volume
of sludge at the beginning of a cycle: and tf is the fill time.
The reactors were feU at different organic loading rates due to physical
constraints. Some of the manure slurry was so diluted that the bioreactor
were flot large enough to receive sufficient volume to reach the design
organic loading rate of 2.009 COD IL-d (Table 5.1).
Sampling. Before feeding the SBRs, samples cf sludge and fresh
manure were taken for physico-chemical and microbiological analysis. At the
end of each treatment cycle, affer the sedimentation period, one sample was
withdrawn from the supernatant for microbiological analysis. AIl samples were
kept at 4 degrees until the microbiological analysis, which was done less than
24 hours after sampling.
Physico-chemïcal analysis. Fresh manure samples were analysed
for total volatile fatty acids (VFA5), alkalinity, total chemical oxygen demand
(TCOD), Soluble COD (SCOD), and total and volatile solids. SCOD was
determined by analysing the supernatant of centrifuged slurry. The pH,
alkalinity, and solids were determined using standard methods (APHA, 1992).
Microbiological analysis. Microbiological analysis of raw and treated
swine slurry was done within 24 hours affer sampling. Microorganisms
included in the study were: coliforms, E. cou, Salmonella, Y. enterocolitica,
Cryptosporidïum, and Giardia.
Coliforms and E. coliwere quantified by plating 3M Petrifilms plate (3M
Microbiology Products, St. Paul, MN) with 1 ml of intact or diluted liquid hog
manure. Dilutions were made with phosphate- buffered saline. Pink colonies
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ptoducing gas were counted as coliforms, and blue ones with gas were
counted as E. cou.
In order to verify the presence 0f E. cou 0:157, 25 g 0f the sample
were incubated in 225 ml of modified Tryptic soy broth with novobiocin for 24
h at 42°C. One ioopful of the culture was inoculated onto modified sorbitol
MacConkey agar (Difco Laboratories, Sparks, MD) containing tellurite,
cefixime, and cefsulodin. Suspect (colorless) colonies were used to inoculate
purple broth base with cellobiose. Biochemical assays (indole, MR, VP,
citrate) were used to confirm the identification of cellobiose negative colonies
(Health Canada, 2001).
Salmonella was detected by incubating 25 g of the samples in 225 ml
of nutrient broth (Difco Laboratories) overnight at 37°C. Following this pre
enrichment step, one ml of nutrient broth was incubated into 9 ml of
Tetrathionate Brilliant Green broth (BBL Microbiology Systems, Cockeysvilie,
MD) overnight at 37°C. One loopful of the TBG culture were inoculated onto
a Brilliant Green Suifa agar (Difco) containing 20 pg/mI of novobiocine (Sigma
Chemicals Co., St. Louis, MO) and incubated for 24 to 48 hours at 37°C.
Lactose negative colonies were tested biochemically (triple sugar iron and
urea hydrolysis) and identification was confirmed by API processing
(Biomerieux, Ville St-Laurent, Québec, Canada) (Leteilier et al., 1999).
For the detection of Y.enterocolitica, 10 grams of sampies were
incubated in 90 ml of phosphate-buffered saline containing sorbitol (2%) and
biliary salts (0.15%) at 4°C for 21 days. isolation was carried out on Yersinia
agar base (cefsulodin-irgasan-novobiocin agar, Oxoid) with an incubation
time of 24 to 48 h at 28°C. Typical colonies were biochemicaliy tested (Triple
Sugar iron and urea hydrolysis). Biochemical profiles (API, Biomérieux) were
used to compiete the identification (Pilon et al., 2000).
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The detection of Cîyptosporidium and Giardia was done using
Enzyme-Iinked immunosorbent assays (ELISA). Prospect Cryptosporidium
microplate assay and Prospect Giardia microplate assays (Alexon-Trend,
Inc., Ramsey, MN) were performed according to manufacturer’s instructions.
RESULTS AND DISCUSSION
The characteristics of fresh manure siurries used to feed the
bioreactors were highly variable (Table 5.2). Total VFAs, total COD, and total
solids varied from 0.4 to 34 mg/L, 12.9 to 96.3 mg/L, and 1.1 to 15.2% (weight
basis) respectively.
Siudge samples taken in SBRs before the beginning 0f the experiment
were free of coliforms, E. cou, Salmonella, Y. enterocolitica, Crytosporidium,
and Giardia. E. cou 0:157 and Yersinia enterocolitica were not detected in
any sample of raw manure slurries. The fresh manure siurries indicator and
pathogenic microorganisms content is presented in table 5.3a. Total coliforms
counts varied from O to 3.3 x 106 CFU/g. Initial E. col! populations were also
highly variable, ranging from O to 2.6 x 106 CFU/g. Salmonella,
Cryptosporidium and Giardia were detected in 7, 4, and 2 samples
respectively.
The treatment resulted in undetectable levels of coliforms in 9 out 0f
20 manure samples (Table 5.3b). One Iiquid swine manure did not contain
coliforms before the treatment. In the remaining 10 samples, a reduction of
1.62-4.23 10g CFU/ml was observed (97.94-99.99% reduction). Olsen (1988)
observed the impacts of mesophilic (35°C) anaerobic filter treatment on
indigenous coliforms populations in liquid pig manure. He reported an
average reduction of 1.1 and 1.0 10g CFU/mI for hydraulic retention times of
4.2 and 0.8 days respectively.
$7
Undetectable levels of E. col! were observed in 15 out of 20 samples of
swine manure slurries after anaerobic digestion (Table 5.3b). In the five
remaining samples, a reduction of 2.48 - 4.16 10g CFU/mI was observed
(99.67 to 99.99% reduction). Juris et al. (1996) observed similar results at
higher temperature. These authors reported a complete elimination of E. cou
EC 5 strain after a 18 days anaerobic mesophilic (35-37°C) digestion of pig
slurry in a 800 L fermenter. Kumar et al. (1999) used an ampicillin-resistant
strain of E. col! to study the persistence of this bacteria in cattle dung slurry
during anaerobic digestion. The survival was 25 days at room temperature
(18 to 25°C) and 15 days at 35°C.
In the present study, psychrophilic anaerobic digestion resulted in
undetectable levels of Salmonella in the seven swine manure siurries initially
found positive for this bacteria. Kumar et al. (1999) reported a longer survival
of artificially added streptomycin-resistant strain of Salmonella Typhi in cattle
dung slurry during anaerobic digestion. They observed a complete elimination
of this bacteria on the fifteenth day at 35°C and on the twentyfifth day at room
temperature. The survival time of Salmonella Typhi increased when the solid
contents of the digester were elevated from 9% to 15%. The mean decimal
reduction time (T90) of Salmonella during a full scale mesophilic anaerobic
digestion was 34.5 days according to Kearny et al. (1 993).
Psychrophilic anaerobic digestion destroyed Cryptosporidium and
Giardia present in 4 and 2 samples of liquid swine manure respectively. This
is the first report on the impact of psychrophilic anaerobic digestion on those
parasites.
Temperature and retention time are decisive factors for indicator
organisms and pathogens survival during anaerobic digestion of effluents.
According to Olsen and Larsen (1987), hygienization similar to anaerobic
thermophilic treatment is obtained at mesophilic temperatures by increasing
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retention time. Kumar et aI. (1 999) observed a faster elimination cf E. cou and
Salmonella at 35°C than at room temperature during anaerobic digestion of
cattle slurry. Salmonella Typhimurium, Y. enterocolitica and Listeria
monocytogenes also declined more rapidly at 17°C than at 4°C during
anaerobic digestion of cattie slurry (Kearny et aI., 1993). It appears that under
the conditions of this experiment, retention time of 20 days at 20°C was
sufficient to ensure a stabilization of the liquid swine manure.
It is important to note that in most reported experiments, only one
source of manure slurry was used and the reduction of bacterial load
monitored at various periods during the treatment. In this study, a different
approach was taken to consider variation in microbial and physico-chemical
characteristics of manure from different sources, focusing on the end product
of anaerobic digestion. According to Olsen and Larsen (1987), decimation
times of pathogens and indicator microorganisms were not influenced by the
type of slurry (cattie or pig). However, no data were available with different
sources of slurry for a specific animal species. Our resuits have shown the
effectiveness of the psychrophilic anaerobic digestion with swine manure
slurry from different sources.
Many experiments concerning the impact of anaerobic digestion on
ïndicator and pathogenic microorganisms have been made by inoculating
manure siurries with laboratory or antibiotic-resistant strains. This last
approach is useful since the strains can be selected on agar containing
antibiotics after the treatment. According to Olsen et Larsen (1987),
Iaboratory strains can be Iess resistant than coliforms indigenous to the slurry.
However, Abdul and Lloyd (1985) observed a longer persistence of antibiotic
resistant strains of E. cou compared to sensitive isolates during anaerobic
digestion of pig slurry at 37°C. The use of natural Iiquid swine manure
slurries permitted us to confirm the effectiveness of the psychrophilic
anaerobic digestion on indigenous microorganisms.
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Tappouni (1984) demonstrated in taboratory studies that the maximum
biogas production during semi-continuous digestion at a hydraulic retention
time of 7.5 days corresponded to an increase effect in reducing the numbers
of Salmonella spp. This decline was correlated with increased volatile fatty
acids and a decrease in pH. However, concentrations in the range of 2000
mg/L can inhibit biomethagenesis (Winter et Wildenauer, 1984). It was thus
important to verify if volatile fatty acid levels permitting the destruction of
pathogens without affecting biomethagenesis were obtained.
TVFAs accumulated in the SBRs during the fui period and the early
stage of the react period at levels ranging from 100 to 3000 mg/L (data not
shown). For each treatment cycle, the volatile fatty acids were completely
utilized at the end of the react period. From these resu Its it can be concluded
that the SBRs were very stable at these loading rates and operating
conditions.
CONCLUSION
Psychrophilic anaerobic digestion in sequencing batch reactors
successfully treated raw swine manure slurries from different sources. It
removed the indigenous populations of Salmonella, C,yptosporidïum, and
Giardia. Natural populations of indicator microorganisms (E. col! and
coliforms) were reduced by 97.94 to 100%.
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Table 5. 1. Description of volume and loading rates of swine slurries
from various sources in different psychrophilic anaerobic digestion
assays.
Treatment Bioreactor Manure Amount of Loading rate
cycle identification identification manure fed (L) (CODIL-d)
1 7 41 15.0 1.33
2 8 40 5.2 1.87
3 9 40 5.2 1.87
4 10 42 15.0 1.06
5 7 66 5.6 2.00
6 8 69 6.2 2.00
7 9 68 15.0 1.61
8 10 67 9.6 2.00
9 7 85 6.6 2.00
10 8 84 15.0 0.73
11 9 83 12.0 2.00
12 10 82 8.0 2.00
13 7 121 11.5 2.00
14 8 119 11.7 1.58
15 9 118 11.4 1.92
16 10 123 9.9 1.84
17 7 167 7.9 2.00
18 8 168 15.0 1.23
19 9 170 8.7 2.00
20 10 169 15.0 1.40
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Table 5. 2. Characteristics of swine siurries from different sources used
to fui psychrophilic anaerobic digestors.
Manure Total VFA Alcalinity COD (gIL) Solides (%)
identification (g!L)
Total Soluble Total Volatiles
40 10.4 n/a 95.8 20.2 5.2 3.9
41 7.2 n/a 23.6 11.3 1.7 1.1
42 4.9 nIa 18.7 8.8 1.4 0.9
66 23.2 19.7 96.3 47.0 15.2 13.8
67 9.4 13.3 55.4 17.4 5.4 3.4
68 6.2 13.0 28.6 11.4 3.1 1.6
69 15.6 nIa 85.6 33.2 5.6 4.3
82 12.7 11.3 66.4 20.8 4.1 3.4
83 7.9 7.0 44.4 15.1 3.0 2.1
84 0.4 8.0 12.9 2.1 1.1 0.6
85 34.0 19.3 81.8 24.6 4.4 2.9
118 4.0 nIa 44.6 9.2 1.7 1.1
119 8.8 n/a 36.0 14.3 1.9 1.3
121 9.1 n/a 46.3 17.0 2.5 1.8
123 22.9 n/a 49.3 33.8 2.4 1.5
167 16.9 n/a 66.8 28.1 3.4 2.3
168 7.6 nIa 21.8 14.3 1.6 1.0
169 9.8 n/a 24.9 15.6 1.5 1.0
170 19.6 n/a 61.6 33.9 3.6 n/a
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Table 5. 3a. Indicator and pathogenic microorganisms content of raw
manure samples.
Manure Total Escherichia Salmonella Cryptosporidium Giardia
sample coliforms cou spp. spp. spp.
(CFUIg) (CFUIg)
40 550 000 360 000 + - -
41 14600 12000 + - -
42 120000 84000 + - -
66 20000 6000
- ÷ -
67 14500 8200 + + -
68 42000 27000 + + -
69 109 000 51 000 + + -
82 170000 160000 - - -
83 30 000 21 000 - - -
84 3400 3000 - - +
85 0 0 - - -
118 22000 17000 - - -
119 660000 500000 - - -
121 3300000 2600000 - - +
123 35000 22000 - - -
167 25000 14000 - - -
168 4000 2900 + - -
169 26000 22000 - - -
170 60000 52000 - - -
1 Not detected
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Table 5. 3b. Indicator and pathogenic microorganisms content of treated
effluents.
Manure Total Escherichia Salmonella Cryptosporidium Giardia
sample coliforms Cou spp. spp. spp.
(CFUIg) (CFUIg)
40 O O - -
41 O O - - -
42 O O - - -
66 O O - - -
67 20 0 - - -
68 40 30 - - -
69 10 0 - - -
82 10 0 - - -
83 20 10 - - -
84 70 10 - - -
85 0 0 - - -
118 10 0 - - -
119 120 60 - - -
121 450 180 - - -
123 0 0 - - -
167 30 0 - - -
168 0 0 - - -
169 0 0 - - -
170 0 0 - - -
1 Not detected
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Les cas d’infection chez l’homme reliés à la consommation de fruits et
légumes sont en hausse en Amérique du Nord. La possible contamination
des fruits et légumes est d’autant plus inquiétante qu’ils sont souvent
consommés sans avoir subi préalablement de traitement thermique qui peut
éliminer les microorganismes pathogènes. Plusieurs sources potentielles de
contamination microbiologique de ces produits sont présentes à la ferme, les
fumiers figurant parmi les plus importantes.
Au Québec, la production porcine s’élève maintenant à plus de 7
millions d’animaux par année (IRDA, 2003). Elle produit environ 30% du
volume total des déjections animales pour l’ensemble de la province (IRDA,
2003). Le lisier de porcs peut contenir plusieurs types de microorganismes
pathogènes pour l’homme dont Samonella spp., Yersinia enterocolitica et
Cryptosporidium spp. Il est donc justifié de se questionner sur les risques
microbiologiques reliés à l’épandage du lisier de porcs dans les cultures
destinées à la consommation humaine.
L’hypothèse de base à vérifier dans le cadre de cette étude était que:
L’épandage de lisier de porcs dans les cultures maraîchères représente un
risque potentiel pour la santé humaine. Par conséquent des mesures doivent
être prises pour réduire ce risque.
Afin de vérifier cette hypothèse, trois objectifs principaux ont été ciblés:
1) préciser le contenu du lisier de porcs en microorganismes potentiellement
pathogènes pour l’homme (MPPH); 2) déterminer le potentiel de survie des
MPPH dans le sol et sur les légumes suite à l’épandage de lisier de porcs. 3)
vérifier l’impact de procédures d’assainissement du lisier de porcs sur les
MPPH.
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La réflexion faite dans le cadre de cette étude peut être abordée sous
la forme d’analyse du risque, dont la démarche comporte 5 étapes:
- Identification d’un danger potentiel
- Caractérisation du danger
- Caractérisation de l’exposition
- Conséquences de l’exposition
- Caractérisation du risque
Dans un premier temps, il est donc nécessaire de préciser si, dans le
contexte québécois, le lisier de porcs destiné à l’épandage contient des
microorganismes représentant un risque potentiel pour la santé humaine
(identification des dangers potentiels).
Peu d’études ont été menées à ce jour dans le but de préciser le
contenu en microorganismes pathogènes du lisier de porcs destiné à
l’épandage. Les données publiées dans la littérature scientifique jusqu’à
maintenant concernaient principalement les matières fécales fraîches de
porcs. Celles-ci étaient prélevées dans les bâtiments d’élevage ou suite à
l’abattage, dans une optique de salubrité des viandes (Letellier et al., 1999). It
est reconnu que l’entreposage entraîne une réduction des populations de
MPPH (Munch et aI.,1987). Il est donc impossible d’utiliser ces données pour
décrire le contenu microbiologique du lisier de porcs accumulé dans les
fosses d’entreposage.
De plus, dans la littérature scientifique, l’impact de l’entreposage sur le
contenu microbiologique du lisier a été mesuré en laboratoire à température
fixe. L’ajout continuel de lisier frais dans les fosses commerciales ainsi que
les fluctuations de température rendent difficile l’utilisation de ces résultats
pour décrire le comportement des microorganismes pathogènes à la ferme.
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La première partie de cette étude nous a permis de démontrer que,
dans le contexte québécois, il est possible de trouver des microorganismes
potentiellement pathogènes pour l’homme dans le lisier de porcs destiné à
l’épandage. Les populations de E. cou, utilisé comme indicateur, se sont
avérées très variables (0 à 5,52 log1o UFC/g). Ceci pourrait s’expliquer
notamment par la température à laquelle le lisier a été soumis dans les
fosses d’entreposage ainsi que la proportion de lisier récemment ajouté à la
fosse comparativement au lisier accumulé depuis plusieurs semaines. Le
pourcentage d’échantillons positifs à Salmonella spp., Yersinia enterocolitica
et Cryptosporidium spp. a été estimé à 37%, 9% et 3% respectivement.
Bien que des microorganismes potentiellement pathogènes pour
l’homme aient été trouvés dans le lisier de porcs, il est nécessaire de préciser
si ceux-ci possèdent les attributs nécessaires pour causer l’infection chez
l’homme (caractérisation du danger).
Des populations importantes de E. cou ont été retrouvées dans le lisier
de porcs destiné à l’épandage dans le cadre de cette étude. Cette bactérie
est un indicateur de contamination fécale, c’est à dire que sa présence
indique la présence possible de microorganismes pathogènes. li est admis
dans la communauté scientifique que toutes les souches de Salmonella spp.
doivent être considérées comme représentant un risque potentiel pour la
santé humaine. La dose infectieuse de ce microorganisme peut être très
faible, pouvant atteindre de 1 à 10 organismes (D’aoust et aI., 1998;
Kapperud et aI., 1990). Quant à Yersinia enterocolitica, il est maintenant
admis que le porc est un réservoir important des sérotypes reliés à l’infection
chez l’homme, soient 0:3, 0:9; 0:5 et 0:8. (Pilon et aI., 2000). La dose
infectieuse de Yersinia enterocolitica est inconnue, mais elle pourrait excéder
iQ UFC selon Robins-Browne (2001). Il est par ailleurs reconnu que
Cryptosporidium peut se transmettre entre plusieurs espèces de mammifères
(Rose, 1997) et causer des problèmes de santé importants chez l’homme.
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Les microorganismes identifiés dans le lisier de porcs dans le cadre de cette
étude représentent donc un risque réel pour la santé humaine.
Bien que des microorganismes potentiellement pathogènes pour
l’homme se retrouvent dans le lisier de porcs, il serait prématuré de conclure,
à la lumière de ces résultats, que ceux-ci se retrouveront nécessairement sur
les produits consommés et ce, à une concentration suffisante pour causer un
problème de santé chez l’homme. La caractérisation de l’exposition permettra
de déterminer si les microorganismes potentiellement pathogènes pour
l’homme présents dans le lisier de porcs peuvent survivre dans le sol suite à
l’épandage et contaminer les produits.
En seconde partie de ce projet, le potentiel de survie de E. cou et de
Salmonella dans le sol de surface suite à l’épandage de lisier de porcs a été
évalué. Aucune autre étude de terrain n’a été répertoriée dans la littérature
scientifique concernant les aspects sanitaires reliés à l’épandage de lisier de
porcs en culture maraîchère. E. cou a été choisi comme indicateur de
contamination fécale dans le cadre de cette expérimentation. Selon des
études antérieures comparables, cette bactérie s’est avérée efficace pour
prédire la présence de microorganismes pathogènes telles que E. col!
0157:H7 (Ogden et al., 2001) et Salmonella spp. (Natvig et al., 2004). La
présence de Salmonella a tout de même été vérifiée dans cette étude,
parallèlement à E. col!, parce que cette bactérie peut être fréquemment
trouvée dans le lisier de porcs destiné à l’épandage au Québec, tel
qu’observé en première partie de cette étude.
La culture du cornichon a été choisie parce qu’elle a une saison de
croissance relativement courte. Une quarantaine de jours s’écoule entre les
semis et le début des récoltes. Cette culture représente donc une situation à
risque élevé puisque le délai entre l’épandage du lisier et la récolte des
produits est court.
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Les populations de E. cou dans le sol de surface ont suivi une
décroissance exponentielle. Le nombre moyen de jours pour que les
populations de E. cou deviennent nulles a été estimé entre 55 et 70 jours
dans un loam sableux. La prudence est de mise en ce qui a trait à
l’interprétation qui peut être faite de ces résultats. En effet, plusieurs variables
influencent le potentiel de survie des MPPH. Parmi clles-ci, notons la
concentration microbienne du lisier, le type de sol, la température, l’humidité
et l’activité microbienne du sol (Reddy et al., 1981; Cools et al., 2001). Outre
le contenu du lisier, le type de sol apparaît d’une grande importance puisqu’il
est associé aux autres variables. Les données issues de cette étude sont
insuffisantes pour comparer les deux types de sol. Toutefois, elles suggèrent
une différence puisque la constante de décroissance microbienne fut
inférieure dans le sable loameux comparativement au loam sableux. Ceci
pourrait s’expliquer notamment par une activité microbienne moindre dans le
sable loameux, mais cette variable n’a pas été mesurée dans le cadre de
cette étude. La dose de lisier, si elle se situe à l’intérieur des doses
agronomiques de 25 à 35 m3/ha, ne semble pas avoir eu un impact majeur
sur la persistance de E. cou.
E. cou et Salmonella n’ont pas été détectées sur les légumes dans le
cadre de cette étude. Toutefois, dans certains traitements, ces bactéries
étaient présentes dans le sol au moment des récoltes. L’absence de E. cou et
Salmonella sur les produits ne signifie cependant pas que la contamination
microbienne des produits est impossible à la ferme. En effet, dans le cadre de
cette étude, la récolte manuelle des produits réduisait probablement le risque
que des particules de sol ne se retrouvent sur les légumes. Par contre, dans
une situation de récolte à la ferme, où une partie des opérations est
mécanisée, cette situation pourrait se produire. li apparaît donc justifié
d’établir que le délai sécuritaire à laisser entre l’épandage du lisier et la
récolte des produits devrait être basé sur le moment où les populations de E.
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cou atteignent le seuil de non-détection. Cette approche peut paraître
conservatrice, mais d’autres arguments justifient son utilisation.
Premièrement, la chaîne de froid n’est pas toujours respectée au cours
de la distribution des produits suite à la récolte. Considérant que des
microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme peuvent se
multiplier sur les légumes (incluant le concombre) lorsque la température
excède 5°C (Abdul-Raouf et aI., 1993), il est justifié de réduire la charge
microbienne à son minimum à la sortie de la ferme.
De plus, une part de la production québécoise du cornichon est
destinée au marché frais. Les produits sont donc consommés sans traitement
préalable qui aurait pu détruire les microorganismes avant la consommation.
Une part importante du marché de ce produit est aussi destinée à la
transformation, principalement pour la production de marinades. Cependant,
aucune évidence ne nous permet de croire que ce traitement d’acidification
détruit les microorganismes potentiellement pathogènes pour l’homme.
L’analyse de 3 contenants commerciaux de marinades de cornichons nous a
permis de constater que le pH de ce type de produit était autour de 3.6. Il a
été démontré dans la littérature scientifique que des entérobactéries telles
que Salmonella peuvent résister à ces conditions acides.
Il faut aussi garder en tête que le fait de ne pas détecter les
microorganismes ne garantit pas leur absence. En effet, chaque technique
microbiologique a ses limites et possède un seuil de détection. Dans le cadre
de cette étude, la technique de PCR appliquée à Cryptosporidium, ainsi que
les méthodes d’enrichissement utilisées pour la détection de Salmonella et
Yersinia enterocolitica ont un seuil de détection estimé à 100 organismes/g.
La limite de détection pour l’analyse de E. cou par pétrifilms peut s’élever à
100 UFC/g dans les échantillons environnementaux.
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Un autre élément doit être considéré en ce qui a trait aux limites des
méthodes de détection des microorganismes, particulièrement lorsque les
méthodes de culture sont appliquées à des échantillons environnementaux.
En effet, il a été proposé que certaines bactéries, soumises à des stress
environnementaux, se retouvent dans un état de dormance apparent alors
que leur métabolisme est toujours actif. Elles ne peuvent alors être cultivées
en laboratoire. L’acronyme utilisé couramment pour caractériser cet état est
VBNC (viable but noncultivable). L’ajout d’éléments nutritifs ainsi que
l’augmentation de la température ont été reportés comme étant des moyens
efficaces d’activer les bactéries viables mais non cultivables et ainsi de les
détecter (Roszak et al., 1984). Toutefois, cette théorie fait l’objet de remises
en question. Certains auteurs prétendent en effet que les nouveaux
paramètres de culture contribuent à la dispersion de cellules qui n’avaient pas
été préalablement détectées ou encore à la réponse de cellules aux
nouvelles conditions, donnant l’impression d’une réactivation des
microorganismes (Bogosonian et aI., 1998). Il est à noter que, dans le cadre
de cette étude, aucune stratégie n’a été adoptée pour récupérer les cellules
qui auraient pu être dans un état viable mais non cultivable.
Différentes approches peuvent être envisagées pour la gestion du
risque associé à l’utilisation du lisier de porcs dans la culture du cornichon.
Selon les résultats obtenus dans cette étude, le délai qui devrait être laissé
entre l’épandage de lisier de porcs et la récolte des produits est de 100 jours
(limite supérieure de l’intervalle de confiance à 90%) dans un loam sableux.
Ces résultats peuvent être extrapolés aux autres cultures de cucurbitacées
(concombre, courge, citrouille, cantaloup, melon, zucchini) puisque leur régie
et leur mode de croissance sont comparables. Par ailleurs, étant donné que
ce délai est basé sur le contenu microbiologique du sol, il peut servir
d’indicateur pour les légumes racines et les tubercules tels que la carotte, le
navet et la pomme de terre. Par contre, pour les cultures dont les produits ne
sont pas en contact avec le sol (ex. chou et laitue), il est possible que le délai
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puisse être abaissé, ce qui réduirait les contraintes d’épandage pour le
producteur agricole. Cependant, les résultats obtenus dans le cadre de cette
étude ne nous permettent pas de conclure à ce sujet.
Il n’est pas toujours souhaitable de proposer un épandage précoce du
lisier (quelques semaines avant les semis), particulièrement dans les cultures
hâtives. En effet, un épandage de lisier de porcs très tôt au printemps pourrait
entraîner un transport accru des nutriments du lisier vers les plans d’eau et
un impact environnemental défavorable.
Dans des circonstances où le délai sécuritaire entre l’épandage et la
récolte des produits ne peut être respecté, plusieurs stratégies peuvent être
envisagées pour réduire le risque pour l’homme. L’assainissement du lisier
avant l’épandage est une première option. Cette approche présente plusieurs
avantages. En diminuant la quantité de microorganismes pathogènes
introduits au sol, elle réduit le risque de contamination des cultures. De plus,
elle est bénéfique pour l’environnement puisque le risque de contamination
microbienne des plans d’eau à proximité des champs fertilisés est diminué.
L’entreposage du lisier, sans entrée de lisier frais, peut être proposé comme
méthode d’assainissement.
Dans le cadre de cette étude, il a été démontré que, malgré les
fluctuations de température du lisier entreposé dans les fosses commerciales
au printemps, le déclin des populations de E. cou suit une décroissance
exponentielle. Dans les conditions de cette étude, un entreposage d’une
durée d’un mois au cours de la période d’avril à juin a permis d’obtenir une
réduction d’au moins 90% des populations de E. cou. Ce délai ne garantit
toutefois pas la disparition de Salmonella et Yersinia enterocolitica. Une
estimation du délai nécessaire pour éliminer E. cou peut être faite, par
extrapolation, à l’aide de l’équation de régression obtenue pendant la période
d’échantillonnage, Il est estimé à près de quatre mois. Il faut cependant
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garder en tête que la durée d’entreposage nécessaire pour atteindre un
niveau d’assainissement donné est influencée par la concentration initiale de
microorganismes. Dans cette étude, les concentrations de E. cou variaient
entre 2.9 et 4.6 logio UFC/g. De plus, Ta température influence grandement la
survie. Donc, si l’entreposage se poursuit sur une partie de l’été (mois de
juillet et août), la survie des microorganismes potentiellement pathogènes
pour l’homme sera réduite puisque la température du lisier augmentera
(Munch etal., 1987). Les conditions climatiques annuelles influenceront aussi
la survie.
Une réduction importante des populations de E. cou peut donc être
obtenue par un entreposage du lisier d’un mois. Cependant, cette stratégie
n’élimine pas complètement E. cou, Salmonella et Yersinia enterocolitica. Par
ailleurs, elle nécessite au moins deux structures d’entreposage, ce qui est
plutôt rare sur (es fermes québécoises. D’autres approches peuvent donc
être envisagées, soient le respect d’un délai suffisant entre l’épandage du
lisier de porcs et la récolte ou encore le traitement du lisier avant l’épandage.
Il est intéressant de faire l’exercice d’estimer l’impact qu’aurait eu un
mois d’entreposage du lisier avant l’épandage dans les conditions de cette
étude. Avec le lisier contenant 6.11 1og10 UFC/g de E. cou, le nombre de jours
requis pour que les populations bactériennes se situent sous le seuil de
détection dans le sol après l’épandage a été estimé à 56 jours. Si ce même
lisier avait été préalablement entreposé pendant un mois avant l’épandage, la
persistance dans le sol aurait été abaissée à 44 jours puisque la charge
microbienne appliquée au sol aurait été réduite. En considérant un lisier
épandu quelques jours avant le semis, des conditions sécuritaires auraient
alors été rencontrées pour l’épandage du lisier dans la culture du cornichon.
Il demeure toutefois qu’il n’est pas toujours possible d’entreposer le
lisier de porcs sans ajout de lisier frais, par manque de structures
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d’entreposage. L’épandage du lisier non-assaini représente alors un risque
potentiel, particulièrement dans les cultures hâtives dont la saison de
croissance est courte. Les procédés de traitement du lisier de porcs peuvent
alors devenir une solution.
La troisième partie de ce projet nous a permis de déterminer l’impact
de la digestion anaérobie du lisier de porcs sur certains microorganismes
potentiellement pathogènes pour l’humain. L’essai a été mené dans des
bioréacteurs d’une capacité de 40 litres maintenus à une température de
20°C pendant 20 jours. Les populations de E. col! ont été réduites de 99,67 à
100%. De plus, Salmonella spp., C,yptosporidium spp. et Giardia spp. ont
atteint des niveaux non-détectables suite au traitement. Cette technologie
s’avère donc prometteuse pour assainir le lisier de porcs. Bien que son
implantation engendre des coûts (variables selon l’entreprise), il est possible
d’utiliser le méthane produit au cours du traitement à la ferme (Chynoweth et
al., 1999). De plus, cette technologie élimine les émissions gazeuses
dommageables pour l’environnement.
Dans cette étude, l’efficacité de la digestion anaérobie a été mesurée à
l’échelle du laboratoire. Selon Olsen et Larsen (1980), le potentiel de survie
soumis à une digestion anaérobie mésophile fut comparable, tant à l’échelle
du laboratoire qu’à grande échelle. Par contre, Kearny et al. (1993b) ont
observé une persistance accrue des pathogènes dans des biodigesteurs
anaérobies mésophiles de grand volume (210 m3), comparativement aux
essais en laboratoire.
Les essais effectués dans le cadre de cette étude ont été menés en
conditions de laboratoire. Il serait donc nécessaire dans le futur de préciser le
pouvoir assainissant de cette technologie à l’échelle de la ferme dans les
conditions du Québec. Si ces conditions permettent un assainissement
équivalent aux essais de laboratoire, cela signifie que le délai de traitement
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du lisier pourrait être réduit en utilisant la digestion anaérobie plutôt que
l’entreposage seul.
Ces travaux de recherche ont permis de démontrer que, suite à
l’utilisation de lisier de porcs pour fertiliser les légumes, des microorganismes
potentiellement pathogènes pour l’homme peuvent être présents dans le sol
au moment des récoltes. Ceci pourrait se traduire par une exposition de
l’homme si, par exemple, il y a contamination des légumes par le sol.
Toutefois, les travaux ont permis d’identifier certains moyens de gérer ces
dangers, soit par respect d’un délai sécuritaire entre l’épandage et la récolte
ou encore l’assainissement du lisier avant l’épandage par son entreposage ou
la digestion anaérobie.
Parmi les avenues possibles suite à cette étude, l’évaluation du
potentiel de survie des MPPH dans différents types de sol apparaît
nécessaire. Il semble en effet que cette variable influence grandement le
potentiel de survie des microroganismes et le risque de contamination des




Les résultats issus de cette étude ont permis d’accroître les
connaissances sur le risque associé aux épandages d’engrais de ferme
dans les cultures maraîchères, un domaine de recherche très peu
développé au Québec et ailleurs dans le monde. La réalisation de ce projet
a permis de démontrer que:
Dans le contexte québécois, le contenu en E. cou du lisier de porcs
destiné à l’épandage est très variable.
Des microorganismes pathogènes pour l’homme tels que Salmonella spp.,
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Tableau Ail. Code génétique et alphabet pour l’encodage des bases dégénérées
T C A G
TTT Plie (P) TCT Ser (S) TAT Tyr (Y) TGT Cys (C)
T
TTC TCC TAC TGC
TTA Leu (L) TCA TAA arrêt TGA arrêt
TTG TCG TAG arrêt TGG Trp
CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT Ris (H) CGT Arg (R)
C
CTC CCC CAC CGC
CTA CCA CAA Gin (Q) CGA
CTG CCG CAG CGG
ATT 11e (I) ACT Thr (T) AAT Asn (N) AGT Ser (S)
ATC ACC AAC AGC
A
ATA ACA AAA Lys (K) AGA Arg (R)
ATG Met (M) ACG AAG AGG
GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G)
GTC GCC GAC GGC
G
GTA GCA GAA Glu (E) GGA
GTG GCG GAG GGG
B=C,GouT;D=A,GouT;H=A,CouT;K=GouT;M=AouCN=A,C,GouT;
R=AouG; S=CouG;V=A,CouG;W=AouT;YCouT.
